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略語表 
 
ES: Embryonic stem 
iPS: Induced pluripotent stem 
EG: Embryonic germ 
EpiLC: Epiblast like cell 
PGCLC: Primordial germ cell like cell 
Prdm14: PR-domain-containing 14 
Blimp1; B lymphocyte-induced maturation protein 1 
Dnmt: DNA (cytosine-5)-methyltransferase 
Glp: G9a-like protein 
PRC2: Polycomb Repressive Complex 2 
Tet: Ten-eleven translocation 
Tdg: Thymine DNA glycosylase 
Ape1: Apurinic/apyrimidinic endonuclease 1 
Parp1: Poly (ADP-ribose) polymerase 
Aid: Activation-induced cytidine deaminase 
Oct3/4: Octamer-binding transcription factor 3/4 
Klf: Krüppel-like Factor 
Nanog: Nanog homeobox 
Sox2: SRY (sex determining region Y)-box 2 
Tcl1: T cell lymphoma breakpoint 1 
Esrrb: Estrogen related receptor, beta 
Nr5a2: Nuclear receptor subfamily 5, group A, member 2 
7 
 
Zfp42: Zinc finger protein 42 
Slc25a31: Solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; adenine nucleotide translocator), 
member 31 
Dazl: Deleted in azoospermia-like 
Spo11: SPO11 meiotic protein covalently bound to DSB 
Prss21: Protease, serine 21 
Rhox6: Reproductive homeobox 6 
Nanos3: Nanos homolog 3 
Dnd1: Dead end homolog 1 
Dppa3: Developmental pluripotency-associated 3 
Piwil2: Piwi-like RNA-mediated gene silencing 2 
Syce1: Synaptonemal complex central element protein 1 
Sycp: Synaptonemal complex protein 
Mael: Maelstrom homolog 
Hormad1: HORMA domain containing 1 
Tdrd12: Tudor domain containing 12 
Mei1: Meiosis defective 1 
Tcfap2c: Transcription factor AP-2, gamma 
Tert: Telomerase reverse transcriptase 
Ifitm3: Interferon induced transmembrane protein 3 
Gata: GATA binding protein  
Cdx2: Caudal type homeobox 2 
Pax6: Paired box 6 
Ihh: Indian hedgehog 
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Wnt3: Wingless-type MMTV integration site family, member 3 
Fgf: Fibroblast growth factor 
Cer1: Cerberus 1 homolog 
Gja1: Gap junction protein, alpha 1 
Nr0b1: Nuclear receptor subfamily 0, group B, member 1 
Pim2: Proviral integration site 2 
Car4: Carbonic anhydrase 4 
Dusp6: Dual specificity phosphatase 6 
Six1: Sine oculis-related homeobox 1 
Vmn2r29: Vomeronasal 2, receptor 29 
Sfi1: Sfi1 homolog, spindle assembly associated (yeast) 
Jmjd2c: Jumonji domain containing 2C 
Uhrf1: Ubiquitin-like with PHD and ring finger domains 1 
Sin3A: SIN3 transcription regulator family member A 
Carm1: Coactivator-associated arginine methyltransferase 1 
Prmt4: Protein arginine methyltransferase 
Gsk3: Glycogen synthase kinase 3 
Bmp4: Bone morphogenetic protein 4 
Wnt3: Wingless-type MMTV integration site family, member 3 
Mek: MAP kinse-ERK kinase 
Erk: Extracellular regulated MAP kinase 
Peg: Paternally expressed 
Meg3: Maternally expressed 3 
Igf2r: Insulin-like growth factor 2 receptor 
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IAP: Intracisternal A particle 
LINE-1: Long interspersed elements 1 
BER: Base excision repair 
DMR: Differentially methylated. region  
GMEM: Glasgow minimum essential medium  
DMEM: Dulbecco's modified eagle medium 
DMSO: Dimethyl sulfoxide 
SDS: Sodium dodecyl sulfate 
EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid 
PMSF: Phenylmethylsulfonyl fluoride 
qRT-PCR: quantitative real-time PCR 
GlucMS-qPCR: Glucosylation of genomic DNA followed by methylation-sensitive qPCR 
ChIP: Chromatin immunoprecipitation assay 
MeDIP: Methylated DNA immunoprecipitation 
AP: Alkaline phosphatase 
HE: Hematoxylin-Eosin 
shRNA: small hairpin RNA 
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第 1 章 緒論 
 
第 1 節 ES 細胞、iPS 細胞を用いた 再生医療への期待と問題点 
ヒトの身体は約60兆個の細胞で構成されており、古くなった細胞や傷ついた細
胞は毎秒数十億個の速さで入れ替わっている。ヒトには傷ついた皮膚や血管を再
生する能力がある一方で、手や足、臓器を丸ごと再生する能力はない。再生医療
は，機能障害や機能不全に陥った身体の細胞・組織及び臓器に対して、正常な細
胞・組織及び臓器を積極的に利用することにより、機能の再生をはかる医療であ
り、その可能性の大きさから多くの関心が集まっている。しかし、臓器や組織の
機能が損なわれた疾患に対して臓器移植や人工臓器に頼らざるを得ないのが現
状であり、拒絶反応等の生理学的問題と、深刻なドナー不足という社会的問題を
抱えている。 
科学技術の発達とともに、これらの重大な問題の解決策として体性幹細胞や胚
性幹細胞 (ES細胞)などの幹細胞を用いた再生医療が世界中から注目を集めてい
る。幹細胞を用いた再生医療の研究開発の進展には目をみはるものがあり、再生
医療の果たす役割に対して大きな期待が寄せられている。多能性幹細胞は複数系
統の細胞に分化できる能力 (多能性)と、細胞分裂を経ても多能性を維持できる
能力 (自己複製能)を合わせ持つ細胞である。ES細胞は1981年にマウス由来、1998
年にヒト由来で作製された世界で最初の多能性幹細胞であり、生体外において理
論上すべての組織に分化することができることから再生医療への応用が期待さ
れている (Evans and Kaufman, 1981; Thomson et al., 1998)。しかし、他人の受精卵
から樹立したES細胞を用いて作製した組織や臓器を患者に移植することになる
ため、拒絶反応や生命倫理の大きな問題を抱えている。 
近年、ES細胞に代わり注目されているのがiPS細胞である。iPS細胞は体細胞へ
多能性細胞特異的転写因子 (多能性関連遺伝子)を導入することにより潜在的な
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多能性を獲得し (初期化)、ES細胞と同様に様々な種類の細胞に変化する能力を
持つ細胞である (Takahashi and Yamanaka, 2006)。また、iPS細胞は患者由来の体細
胞から樹立するため、拒絶反応が起きにくいことからも、ES細胞の持つ生命倫
理・拒絶反応という2つの大きな問題を解決でき、再生医療の研究開発をさらに
加速させることができると期待されている。しかし、iPS細胞はDNAメチル化修
飾の不完全な消去といった初期化エラーが起きやすいなどの影響により樹立効
率が数%と極めて低いことから実用化には程遠いのが実状である (Loh and Lim, 
2010)。 
 
 
第 2 節 ヒト・マウス多能性幹細胞の性質とその相違 
現在、ヒト ES (hES)細胞やヒト iPS (hiPS)細胞を用いて、分化誘導機構の解明
や再生医療・創薬などへの応用に向けて、国内外で研究が盛んに進められている。
しかし、hiPS 細胞の誘導効率は約 0.2%と極めて低く、樹立された株によって分
化多能性や品質にばらつきがあることが知られている。また、hES/hiPS 細胞は不
安定であり、培地やフィーダー細胞、継代や培地交換のタイミングによっても簡
単に変化してしまうことから、hES/hiPS 細胞は扱いの困難な細胞と言える。一方、
マウス ES (mES)細胞やマウス iPS (miPS)細胞は、hES/hiPS 細胞に比べ安定的で比
較的扱い易いことが知られている。同じ ES 細胞ではあるが、mES 細胞と hES 細
胞は細胞形態、細胞の増え方、サイトカインに対する反応性、遺伝子発現など多
くの点で異なっている (Thomson et al., 1998; Nichols et al., 2009)。遺伝子導入や細
胞の安定維持が困難な hES/hiPS 細胞を、より扱い易い mES 細胞に誘導すること
が可能になれば、再生医療への応用が容易になることから、その誘導機構の解明
が待たれている。 
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近年、マウスの多能性幹細胞には ES 細胞以外にエピブラスト幹細胞 (EpiSC)
が存在することが明らかとなった (Brons et al., 2007)。ES 細胞が胚盤胞の内部細
胞塊に由来するのに対し、EpiSC は着床後のエピブラストに由来する。ES 細胞
と EpiSC はともに三胚葉分化能を有し、免疫不全マウスに移植することでテラ
トーマを形成する。しかし、EpiSC は ES 細胞と異なり、キメラ形成能はなく、
ジャームライントランスミッションできないといった大きな違いがある。現在、
これらの異なる多能性状態をナイーブ型及びプライム型として区別しており、ES
細胞はナイーブ型、EpiSC はプライム型に属する。また、hES 細胞はキメラ形成
やジャームライントランスミッションは検証できないが、サイトカインに対する
反応性など他の性質を見る限り、EpiSC に類似していることからプライム型に属
する (図 1-1) (Tesar at al., 2007)。このプライム型の EpiSC をナイーブ型に誘導す
ることができれば、hES/hiPS 細胞に応用できる可能性あることから、EpiSC 基盤
とした研究に期待が寄せられている。近年、大変興味深い研究結果が報告されて
おり、生殖細胞の起源となる始原生殖細胞特異的に発現する PRDM14 と多能性
関連遺伝子である KLF2 を EpiSC に発現させることで、プライム型 EpiSC から
ナイーブ型 ES 細胞への転換を促進する可能性が示された (Gillich et al., 2012)。 
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図 1-1: 多能性幹細胞の由来と性質の相違 
 
 
第 3 節 始原生殖細胞における潜在的多能性の獲得 
多細胞生物を構成する細胞は大きく体細胞と生殖細胞に分けられる。生殖細胞
は発生過程において初期化が起こる極めて特殊な細胞であり、体細胞が一世代で
消滅するのに対し、生殖細胞は次世代にゲノム情報を伝え、新たな個体を発生さ
せる。すなわち、特殊化した機能を持つ精子・卵子に分化するにも関わらず、受
精後次世代の全細胞を生み出すことができる (多能性)。マウスの発生過程にお
いて、生殖細胞の起源となる始原生殖細胞は、胎生 6.25 日頃に胚体外外胚葉か
らのシグナルによってアルカリフォスファターゼ (AP)陽性の細胞として出現す
る (Lawson and Hage, 1994; Lawson et al., 1999)。この始原生殖細胞を体外に取り
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出し、特定の培養条件下で培養すると、ES/iPS 細胞と同等の性質を持つ多能性幹
細胞である胚性生殖 (EG)細胞を樹立できることから、始原生殖細胞は潜在的な
多能性を有していると言える (Matsui et al., 1992; Saitou and Yamaji, 2012)。実際、
ES/iPS 細胞で発現している多くの多能性関連遺伝子が始原生殖細胞においても
発現しており、始原生殖細胞は中胚葉への分化誘導を受けた多能性関連遺伝子陰
性のエピブラストから出現した後、これら多能性関連遺伝子を誘導することで潜
在的多能性を獲得する。多能性関連遺伝子の発現が保証する始原生殖細胞の潜在
的多能性の獲得は次世代の個体形成に重要な役割を果たしていると考えられる。
この始原生殖細胞の特殊な性質を支持する分子機能の解明は生命科学における
重要な課題であり、iPS 細胞など再生医療の発展に貢献できる可能性を秘めてい
る。 
 
 
第 4 節 始原生殖細胞における PRDM14 の機能 
始原生殖細胞は中胚葉への分化誘導を受けた多能性を保証する多能性関連遺
伝子陰性のエピブラストから出現した後、多能性関連遺伝子を誘導し、潜在的多
能性を獲得する。近年、iPS 細胞の解析から、多能性を消失した細胞が多能性を
再獲得するためには、それを保証する「多能性関連遺伝子の発現誘導」とゲノム
の全領域にわたり DNA のメチル化など染色体の修飾を初期化し、再編成する「エ
ピゲノム情報の再編成」が重要であることが明らかとなった (Meissner, 2010; 
Apostolou and Hochedlinger, 2013)。始原生殖細胞は胚発生に伴い胎生 7. 5 日頃か
ら移動を開始し、後腸、腸間膜を経て生殖巣へ到達し、精子・卵子に成熟する。
この移動期の始原生殖細胞では、潜在的多能性の獲得のほかに、ゲノムワイドな
DNA の脱メチル化やヒストン H3K9 ジメチル化の減少、それに続く H3K27 トリ
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メチル化の上昇といったエピゲノムの再編成が観察される (図 1-2) (Seki et al., 
2005; Seki et al., 2007)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1-2: 始原生殖細胞の発生とエピゲノム再編成 
 
 
始原生殖細胞形成に関わる分子及び機構を明らかにするため、遺伝子スクリー
ニングがおこなわれ、Prdm14 が始原生殖細胞特異的に発現していることが明ら
かとなった (Yamaji et al., 2008)。Prdm14 は 2 細胞期、内部細胞塊及び始原生殖細
胞でのみ発現し、成体では精子・卵子を含め全ての組織で発現は確認できなかっ
た (Yamaji et al., 2008; Burton et al., 2013; Kurimoto et al., 2006)。遺伝子欠損マウス
の解析の結果、Prdm14 遺伝子を欠損したマウスは、見かけ上は正常であるが、
雌雄ともに不妊であり、精子・卵子を全く形成していなかった (Yamaji et al., 2008)。
16 
 
詳細な解析を行った結果、Prdm14 欠損胚では、始原生殖細胞が正しく形成でき
ず、形成の初期段階 (胎生 7.25 日)で始原生殖細胞が消失していたことから、
PRDM14 が生殖細胞の形成に必須な遺伝子であることが示された。また、Prdm14
欠損胚の始原生殖細胞からは EG 細胞を樹立できないこと、多能性関連遺伝子で
あるSox2の再活性化やH3K9ジメチル化酵素であるGLPの発現抑制に伴うH3K9
ジメチル化の減少が起こらないことから、PRDM14 が始原生殖細胞における「潜
在的多能性の獲得」、「エピゲノム再編成」に重要な役割を果たしていると言える
が、PRDM14 がどのような機構でそれらを制御しているのかは不明であった。 
 
 
第 5 節 PRDM14 による mES 細胞の多能性制御 
 mES 細胞は血清及びサイトカインである白血病阻止因子 (LIF)存在下で培養
することで未分化性を維持できる。mES 細胞は血清 + LIF 存在下では準安定状
態であり Nanog、Dppa3、Rex1 陽性の内部細胞塊様状態とそれら遺伝子陰性のエ
ピブラスト様状態を交互に行きかっている (Yamaji et al., 2013; Chambers et al., 
2007; Hayashi et al., 2008; Toyooka et al., 2008)。この準安定状態は線維芽細胞増殖
因子である FGF4 による FGF レセプターを介した内部細胞塊様状態からエピブ
ラスト様状態への誘導と、LIF によるエピブラスト様状態から内部細胞塊様状態
に戻す作用によってバランスが保たれている (Kunath et al., 2007; Niwa et al., 
2009; Do et al., 2013; Martelloet al., 2013; Ye et al., 2013)。近年、mES 細胞を FGF レ
セプターシグナル経路に関わる Mek/Erk 阻害剤である PD0325901 と WNT シグ
ナル経路に関わる GSK3 阻害剤である CHIR99021 と LIF 存在下 (2i + LIF)で培養
することで全細胞がより未分化性の高い内部細胞塊様状態 (基底状態)になるこ
とが報告された (Ying et al., 2008; Marks et al., 2012)。この基底状態では準安定状
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態に比べ、分化関連遺伝子の発現が低く、準安定状態では約 70%であったゲノム
ワイドな DNA メチル化率が基底状態に移行することで約 30%まで減少すること
が明らかとなっている (Mrk et al., 2012)。 
 Prdm14 は始原生殖細胞に比べ発現量は低いものの ES 細胞のような多能性幹
細胞でも発現が観察される (Ma et al., 2011; Yamaji et al., 2013; Grabole et al., 2013)。
Prdm14 の発現は血清 + LIF 存在下において、mES 細胞の未分化性維持に重要で
あり、Prdm14 の欠損は Sox2 などの多能性関連遺伝子の発現減少による多能性関
連遺伝子の維持ネットワークの崩壊を引き起こし、ES 細胞の分化を誘発する 
(Ma et al., 2011; Yamaji et al., 2013; Grabole et al., 2013)。また、PRDM14 は多くの
FGF レセプターの発現抑制にも関わっており、Prdm14 欠損細胞ではこれら FGF
レセプターの発現上昇が観察される (Yamaji et al., 2013)。実際、FGF レセプター
シグナル経路が阻害される 2i + LIF 培養条件下において、Prdm14 欠損 ES 細胞は
未分化性を維持することができる。さらに、PRDM14 は DNA の脱メチル化にも
関わっており、Prdm14 欠損 ES 細胞では 2i + LIF 培養条件下で培養しているのに
も関わらず、ゲノムワイドな DNA メチル化率が約 70%と高く、多能性関連遺伝
子である Tcl1 や生殖細胞特異的遺伝子である Sycp1 の転写開始部位付近の高メ
チル化状態による発現抑制が観察される (Yamaji et al., 2013)。以上のことから、
PRDM14 は多能性関連遺伝子の活性化、FGF レセプターの抑制、DNA の低メチ
ル化状態の維持 (DNA 脱メチル化)により mES 細胞の高い未分化性を保証して
いると言える。PRDM14 による多能性及びエピゲノム制御機構の解明することは
ES 細胞や iPS 細胞などの幹細胞研究の実用化、再生・細胞医療の実現化に貢献
できる可能性を秘めている。 
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第 6 節 本研究の成果 
これまで、PRDM14 による潜在的多能性の獲得とエピゲノム再編成 (DNA 脱
メチル化)制御の詳細な分子機構は未解明のままであった。本研究は PRDM14 に
よる (1)DNA 脱メチル化機構と (2, 3)多能性獲得・維持機構の解明を目的とし、
PRDM14 による DNA 脱メチル化と多能性制御の関係を分子レベルで検証した。 
(1) PRDM14 による脱メチル化機構の解明 
PRDM14 は新規 DNA メチル化酵素である Dnmt3b の転写を直接抑制すること
が明らかとなっていた。しかし、Dnmt3b 欠損 ES 細胞に PRM14 を高発現させる
と DNA の脱メチル化が促進されることから、PRDM14 は Dnmt3b の転写抑制だ
けでなく、別の経路も介して DNA 脱メチル化を誘導している可能性が示唆され
た。近年、ヒドロキシメチル化酵素である TET ファミリーを介した能動的 DNA
脱メチル化機構の存在が明らかになったことから、PRDM14 による DNA 脱メチ
ル化に TET を介した能動的 DNA 脱メチル化機構が関与しているのか解析を行
った。ES 細胞に PRDM14 を発現誘導したところ、PRDM14 の発現上昇に伴い、
生殖細胞特異的遺伝子、多能性関連遺伝子、ゲノム刷り込み遺伝子領域において
速やかなメチル化シトシン (5mC)の減少及び一過的なヒドロキシメチル化シト
シン (5hmC)の上昇が観察された。さらに、PRDM14 による DNA 脱メチル化は
Tet1/Tet2をノックダウンしたES細胞において抑制されていたことから、PRDM14
は Dnmt3b の転写抑制だけでなく、TET1/TET2 を介した能動的 DNA 脱メチル化
経路を促進することで脱メチル化を行っていることが明らかになった。 
(2) PRDM14 による多能性維持機構の解明 
 mES 細胞の多能性及び未分化性は LIF による多能性関連遺伝子ネットワーク
の維持により保証されている。mES 細胞を LIF 非存在下で培養すると、多能性関
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連遺伝子ネットワークが維持できなくなり、mES 細胞は分化する。mES 細胞に
始原生殖細胞と同等の Prdm14 を発現させ、LIF 非存在下で培養したところ、Klf2、
Nanog など多くの多能性関連遺伝子の発現が高く維持されており、長期にわたり
ES 細胞としての性質を維持することができた。一方、Tet1/Tet2 をノックダウン
または塩基除去修復 (BER)を阻害することで、PRDM14 による多能性維持が観
察できなくなった。以上の結果より、PRDM14 は多能性関連遺伝子の発現を維持
することで LIF 非依存的に ES 細胞の多能性を維持しており、PRDM14 による多
能性維持には、TET1/TET2-BER 経路を介した能動的 DNA 脱メチル化が重要な
役割を果していることが明らかとなった。また、その多能性維持に関わる
PRDM14 の機能領域を解析したところ、PRDM14 の N 末端領域及び PR ドメイ
ンが重要であることも明らかとなった。 
 
(3) PRDM14 による多能性獲得機構の解明 
ES 細胞は Activin、bFGF 存在下での培養によりエピブラスト様細胞 (EpiLC)に
分化させることができる。この多能性を消失した EpiLC に PRDM14 を発現誘導
したところ、Klf2、Nanog など多くの多能性関連遺伝子の発現上昇と分化関連遺
伝子の発現減少が観察された。さらに PRDM14 を発現誘導した EpiLC を ES 細
胞培養条件下に移した結果、PRDM14 を発現していない場合に比べ ES 細胞様の
AP 陽性コロニーが多く観察された。以上の結果より、PRDM14 は多能性関連遺
伝子の発現を誘導することで ES 細胞への脱分化を行っている可能性が示唆され
た。また、TET1/TET2 は PRDM14 による多能性関連遺伝子の発現誘導にも関わ
っており、Tet1/Tet2 をノックダウンした EpiLC では PRDM14 による ES 細胞への
脱分化が阻害されたことから、TET1/TET2 は PRDM14 による潜在的多能性獲得
にも重要な役割を果てしていることが明らかとなった。 
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第 2 章 実験材料及び実験方法 
 
第 1 節 マウス ES 細胞の培養 
培地の組成 
ES 細胞用培地 (血清 + LIF) 
GMEM (Wako: 780-5525), 1 mM sodium pyruvate (Wako: 190-14881), 0.1 mM 
penicillin/streptomycin L-glutamine (Wako: 168-23191), 0.1 mM Non-essential Amino 
Acids (NEAA) (Wako: 139-15651), 0.1 mM β-mercaptoethanol (SIGMA: M7522-
100ML), 10% fetal bovine serum (FBS) (Hyclone: SH30396.03), leukemia inhibitory 
factor (LIF)  
 
ES 細胞用培地 (2i + LIF) 
DMEM/Ham’s F-12 (Wako: 048-29785), Neurobasal medium (GIBCO: 21103-049), 1 
mM sodium pyruvate, 0.1 mM penicillin/streptomycin L-glutamine, 0.1 mM NEAA, 0.1 
mM β-mercaptoethanol, N2 (Wako: 141-08941), B27 (GIBCO: 17504-044), 3 µM 
CHIR99021 (Wako: 039-20831), 0.4 µM PD0325901 (Wako: 162-25291), LIF 
 
体細胞用培地: 
DMEM (Wako: 780-5525), 0.1 mM penicillin/streptomycin L-glutamine (Wako: 161-
23201), 10% FBS 
 
培養条件 
ES 細胞用培地 (血清 + LIF) 
培養皿に 0.1%のゼラチンを塗布し、5% CO2、37℃で培養を行った。 
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ES 細胞用培地 (2i + LIF) 
培養皿に 0.01%の Poly-L-Ornithine solution (Millipore: A-004-c)及び 10 ng/ml の
Laminin (Bio Biosciences: 354232)を塗布し、5% CO2、37℃で培養を行った。 
 
 
第 2 節 誘導性 Prdm14発現 ES 細胞の樹立 
2 × 105個の細胞を 6 穴培養皿にまいた。1 日後、100 µl の Opti-MEM に 4 種類の
発現ベクター、16 µl の Hily Max (Wako: 342-91103)を加え、室温、15 分静置した。
使用した発現ベクターは以下に示す。 
  
PB-TET-Flag-Prdm14 (Full length, ΔN, ΔPR)-IRES-Neo: 2 µg 
PB-CA-rtTA Adv: 1 µg 
pCAG-Pbase: 1 µg 
pGG131 (pCAG-DsRed-IRES-Hygro): 100 ng 
 
培地交換後、プラスミド DNA - Hily Max 複合体を添加した。24 時間後、細胞を
6 cm 培養皿に継代し、Hygromicyn B (Wako: 089-06151) (終濃度: 200 µg/ml)でセレ
クションした。7 日後、細胞を 12 穴培養皿に継代し、Doxycycline Hydrochloride 
n-Hydrate (Dox) (Wako: 049-31121) (終濃度: 1 µg/ml)を添加した。48 時間後、RNA
及びタンパクを回収し、qRT-PCR (第 10 節参照)及びウエスタンブロッティング 
(第 11 節参照)により PRDM14 発現を確認した。 
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第 3 節 PRDM14 恒常的発現 ES 細胞の樹立 
2 × 105個の細胞を 6 穴培養皿にまいた。1 日後、100 µl の Opti-MEM に発現ベク
ター、16 µl の Hily Max を加え、室温、15 分静置した。使用した発現ベクターは
以下に示す。 
 
PRDM14 低発現 (2 倍、6 倍)ES 細胞: pCAG-FHH (Flag-HA-His)-Prdm14-IRES-Puro 
PRDM14 高発現 (38 倍)ES 細胞: pCAG-Flag-Prdm14-IRES-Puro 
 
培地交換後、プラスミド DNA-Hily Max 複合体を添加した。24 時間後、細胞を 6 
cm 培養皿に継代し、翌日 Puromycin (SIGMA: P8833) (終濃度: 2 µg/ml または 0.5 
µg/ml)を添加した。7 日後、形成されたコロニーを 12 穴培養皿に継代し、RNA 及
びタンパクを回収し、qRT-PCR (第 10 節参照)及びウエスタンブロッティング (第
11 節参照)により PRDM14 発現を確認した。 
 
 
第 4 節 Tet1/Tet2及び Tdgノックダウン誘導性 PRDM14 発現 ES 細胞の樹立 
Tet1、Tet2 及び Tdg ノックダウンベクターの作製 
pLKO.1-puro (Addgene: 8453)及び pLKO.1-blast (Addgene: 26655)を AgeI (Biolabs: 
R0522)及び EcoRI (TaKaRa: 1040A)で制限酵素処理した。Tet1 及び Tdg に対する
標的配列を制限酵素処理した pLKO.1-puro、Tet2 に対する標的配列を制限酵素処
理した pLKO.1-blast にライゲーションした。Tet1、Tet2 及び Tdg に対する配列は
以下に示す。 
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Gene Strand Sequence 
Tet1 
F 
CCGGGCAGCTAGCTATAGAGTATAGCTCGAG 
CTATACTCTATAGCTAGCTGCTTTTTG 
R 
AATTCAAAAAGCAGCTAGCTATAGAGTATAG 
CTCGAGCTATACTCTATAGCTAGCTGC 
Tet1 
Scramble 
F 
CCGGGCGAGGCTATAAGTCGTAATACTCGAG 
TATTACGACTTATAGCCTCGCTTTTTG 
R 
AATTCAAAAAGCGAGGCTATAAGTCGTAATA 
CTCGAGTATTACGACTTATAGCCTCGC 
Tet2 
F 
CCGGACTACTAACTCCACCCTAACTCGAG 
TTAGGGTGGAGTTAGTAGTTTTTTG 
R 
AATTCAAAAAACTACTAACTCCACCCTAA 
CTCGAGTTAGGGTGGAGTTAGTAGT 
Tet2 
Scramble 
F 
CCGGCGTAGAATATGTACCTGGTCTCGAG 
ACCAGGTACATATTCTACGTTTTTG 
R 
AATTCAAAAACGTAGAATATGTACCTGGT 
CTCGAGACCAGGTACATATTCTACG 
Tdg 
F 
CCGGCCAAGACTCTTCCTGACATTTCTCGAG 
AAATGTCAGGAAGAGTCTTGGTTTTTG 
R 
AATTCAAAAACCAAGACTCTTCCTGACATTT 
CTCGAGAAATGTCAGGAAGAGTCTTGG 
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Tdg 
Scramble 
F 
CCGGGATCTATTGTCCACCCTCTAACTCGAG 
TTAGAGGGTGGACAATAGATCTTTTTG 
R 
AATTCAAAAAGATCTATTGTCCACCCTCTAA 
CTCGAGTTAGAGGGTGGACAATAGATC 
 
※スクランブルベクターはコントロールとして用いた。 
 
ライゲーション反応には Ligation high (TOYOBO: LGK-101)を用い、16℃、16 時
間反応させた。 
 
shRNA レンチウイルスの作製 
低成長培地 
DMEM, 0.1 mM penicillin/streptomycin L-glutamine, 10% FBS 
 
高成長培地 
DMEM, 1 mM penicillin/streptomycin L-glutamine, 30% FBS 
 
低成長培地で培養した 9 × 105 個の HEK293T 細胞を 6 穴培養皿にまいた。1 日
後、300 µl の Opti-MEM に 3 種類の発現ベクター、8 µl の Hily Max (Wako: 342-
91103)を加え、室温、15 分静置した。使用したベクターは以下に示す。 
 
pCMV-dR8.2 dvpr: 900 ng 
pCMV-VSV-G: 100 ng 
ノックダウンベクター: 1 µl 
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培地交換後、プラスミド DNA-Hily Max 複合体を添加し、さらに 4 時間後、新し
い培地に交換した。オーバーナイトで培養した後、高成長培地細胞に培地を変え
た。1 日後、新しい高成長培地に交換すると同時に上清を回収し、0.22 µm のフ
ィルターでろ過し、4℃で保存した。さらに、1 日培養した後、上清を 0.22 µm の
フィルターでろ過し、前日回収した上清に加えた。回収した上清を 500 g、10 分
で遠心した後、回収した上清に Lenti-XTM concentrator (TaKaRa: 631231)を加えた。
緩やかに転倒混和した後、4℃、オーバーナイトで静置した。1,500 g、4℃、45 分
で遠心した後、上清を除去し、shRNA レンチウイルスを回収した。 
shRNA レンチウイルス感染 
4 × 105個の誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を 35 mm 培養皿にまいた。1 日後、培地
に対して 1/10 量の D-PBS (-)で希釈した shRNA レンチウイルスを加えた。1 日
後、6 cm 培養皿に継代し、翌日 Puromycin (SIGMA: P8833) (終濃度: 2 µg/ml)また
は Blasticidin S, Hydrochloride (CALBIOCHEM: 15205) (終濃度: 20 µg/ml)を添加し
た。7 日後、RNA 及びタンパクを回収し、qRT-PCR (第 10 節参照)及びウエスタ
ンブロッティング (第 11 節参照)により Tet1、Tet2 及び Tdg のノックダウン効率
を確認した。 
 
 
第 5 節 Klf2欠損誘導性 PRDM14 発現 ES 細胞の樹立 
Klf2 ノックアウトベクターの作製 
pX330-U6-Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 (Addgene: 42230)を BbsI (BioLabs: R0539)で
制限酵素処理した。Klf2 に対する標的配列を制限酵素処理した pX330-U6-
Chimeric_BB-CBh-hSpCas9 にライゲーションした。Klf2 に対する配列は以下に示
す。 
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Gene Strand Sequence (5’-3’) 
Klf2 
F CACCGCTGGCCGCGAAATGAACCCG 
R AAACCGGGTTCATTTCGCGGCCAGC 
 
Klf2 欠損誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞の樹立 
2 × 105個の誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を 35 mm 培養皿にまいた。1 日後、120 
µl の Opti-MEM に 2 種類の発現ベクター、16 µl の Hily Max を加え、室温、15 分
静置した。使用した発現ベクターは以下に示す。 
 
Klf2 欠損ベクター: 2 µg 
pCAG-IRES-Puro: 1 µg 
 
培地交換後、プラスミド DNA-Hily Max 複合体を添加した。12 時間後、細胞を 6 
cm 培養皿に継代し、さらに 24 時間後、Puromycin (終濃度: 2 µg/ml)で 2 日間セレ
クションした。7 日後、細胞から DNA 及びタンパクを回収し、Klf2 遺伝子領域
において標的配列の欠損が起きているのかシーケンス解析を行った後、ウエスタ
ンブロッティング (第 11 節参照)で KLF2 の発現を確認した。 
 
 
第 6 節 LIF 非含有 ES 細胞用培地による長期培養解析 
2 × 105 個の PRDM14 恒常的発現 ES 細胞を 6 cm 培養皿にまき、LIF 非含有 ES
細胞用培地で培養した。3 日後、0.05% Trypsin (GIBCO: 15400-054)を加え、単一
細胞にし、2 × 105個の細胞を新しい 6 cm 培養皿にまき、LIF 非含有 ES 細胞用培
地で培養を続けた。この作業を 30 日間行った。 
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第 7 節 胚様体の作製 
1 × 105個の PRDM14 恒常的発現 ES 細胞をゼラチンが塗布されていない 6 cm 培
養皿にまき、LIF 非含有 ES 細胞用培地で培養した。2 日後、培地を細胞ごと 15 
ml 遠心管に移し、800 rpm、4℃、5 分で遠心した。上清を除去した後、新しい培
地を加え、ゼラチンが塗布されていない 6 cm 培養皿にまき培養を続けた。この
作業を 8 日間行った。 
 
 
第 8 節 EpiLC 及び PGCLC 分化誘導培養 
EpiLC 用培地: 
Knockout DMEM/F-12, 1 mM sodium pyruvate, 0.1 mM penicillin/streptomycin L-
glutamine, 0.1 mM NEAA, 0.1 mM β-mercaptoethanol, 0.1% Knockout Serum 
Replacement, N2 (Wako: 141-08941), B27 (GIBCO: 17504-044), 2 ng/ml Activin A 
(Invitrogen: PHG9014), 12 ng/ml bFGF (GIBCO: 13256-029) 
 
PGC 用培地: 
GMEM, 1 mM sodium pyruvate, 0.1 mM penicillin/streptomycin L-glutamine, 0.1 mM 
NEAA, 0.1 mM β-mercaptoethanol, 15% Knockout Serum Replacement 
 
7.5 µl のフィブロネクチン (MILLIPORE: FC010)を 450 µl のD-PBS (-) で希釈し、
12 穴培養皿に塗布した。60 分後、フィブロネクチンを除去し、ES 細胞用培地 (2i 
+ LIF)で 2 週間以上継代培養を行った ES 細胞を 1 × 105個まき、2 日間培養する
ことで EpiLC へ分化誘導した。さらに、U 字型底 96 穴培養皿に EpiLC を 1 × 103
個まき、2 日間培養することで PGCLC へ分化誘導した。 
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第 9 節 PRDM14 よる ES 細胞への脱分化誘導解析 
ES 細胞を EpiLC へ分化誘導 (第 8 節参照)させた後、EpiLC を 1 × 105個まき PGC
用培地で培養した。2 日後、0.05% Trypsin で細胞を剥離した。1 × 104個の細胞を
0.1%のゼラチンを塗布した 12 穴培養皿にまき、ES 細胞用培地で 3 日間培養した
後、AP 染色 (第 20 節参照)により赤く染まったコロニーの数を計測した。また、
継代時に RNA を回収し、qRT-PCR (第 10 節参照)により遺伝子の発現変化を解析
した。 
 
 
第 10 節 定量的リアルタイム PCR (qRT-PCR) 
RNA 回収 
培養している細胞の培養皿から培地を除去し、D-PBS (-)で洗浄した後、1 ml の
TRIzol (Invitrogen: 15596-026)を加え激しく懸濁し、細胞を溶解した。溶解液を室
温で 5 分静置し、200 µl のクロロホルム (Wako: 380-2606)を加え、ボルテックス
で攪拌後、室温で 3 分静置した。13,200 rpm、4℃、15 分で遠心した後、上層を
新しい微量遠心管に移し、500 µl のイソプロパノール (Wako: 168-21675)を加え、
室温で 10 分静置した。13,200 rpm、4℃、15 分で遠心した後、上清を除去し、100 
µl の 75% エタノール (Wako: 057-00456)を加えた。7,500 rpm、4℃、5 分で遠心
した後、上清を除去し、RNA沈殿物を乾燥させ、20 µl の RNaseフリー水 (GIBCO: 
10977-015)を加え、RNA を溶解した。 
 
cDNA の作製 
ReverTra Ace® qPCR RT Kit (TOYOBO: FSQ-101)を用いて RNA から cDNA を作製
した。反応組成、反応条件は以下に示す。 
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RNA 1 µg 
5 × RT buffer 2 µl 
Primer Mix (10 µM) 0.5 µl 
RT Emzyme Mix 0.5 µl 
RNase Free Water X µl 
total 10 µl 
 
37℃: 15 分 
 ↓ 
98℃: 5 分 
 ↓ 
4℃: ∞ 
 
反応液に 90 µl の MilliQ を加え、10 倍希釈した。 
 
qRT-PCR 
作製した cDNA を用いて qRT-PCR を行った。qRT-PCR には、2 × THUDERBIRD 
SYBR qPCR Mix (TOYOBO: FSQ-201)、Thermal Cycle Dice® Real Time System 
(TaKaRa)を用いた。反応組成、反応条件は以下に示す。 
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cDNA 1 µl 
2 × THUDERBIRD 7.5 µl 
10μM Primer Mix 0.75 µl 
MilliQ 5.75 µl 
total 15 µl 
 
95℃: 3 分  
 ↓ 
95℃: 5 秒                       
 ↓       
60℃: 30 秒   40 サイクル 
 ↓ 
95℃: 15 秒 
 ↓ 
60℃: 30 秒 
 ↓ 
95℃: 15 秒 
 
第 11 節 ウエスタンブロッティング 
タンパク回収 
細胞を単一細胞に解離した後、遠心によって必要量の細胞をペレットにした。D-
PBS (-)で洗浄 (× 2)し、99℃に温めておいた 1 × Sample buffer (Wako: 193-11032)を
加え、95℃、5 分インキュベートした。氷上に 2 分静置した後、PMSF (終濃度: 1 
mM)を加えた。 
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SDS-PAGE、ウエスタンブロッティング 
10% 分離ゲル、4.5% 濃縮ゲルを用いて電気泳動を行った後、PVDF メンブレン
に 81 mA、120 分でブロッティングした。5% スキムミルク (Wako: 190-12865)で
30 分ブロッキングした後、0.05% PBST で 10 分洗浄 (× 3)した。一次抗体反応を
室温、60 分で行った後、0.05% PBST で 15 分洗浄 (× 3)した。続いて二次抗体反
応を室温、60 分で行った後、0.05% PBST で 15 分洗浄  (× 2)、30 分洗浄した。
電気化学発光 (GE Healthcare: RPN2132)反応後、Versa Dock (Bio-Rad)を用いてタ
ンパクの検出を行った。一次抗体及び二次抗体の希釈倍率は以下に示す。 
 
一次抗体 
Antibody Type Company and Cat Dilution late 
PRDM14 Rabbit  1/500 
OCT3/4 Mouse Santa Cruz: sc-5279 1/500 
FLAG Mouse SIGMA: F1804 1/500 
NANOG Rat eBioscience: 14-5761-80 1/500 
KLF2 Rabbit Millipore: 09-820 1/500 
TET1 Rabbit Millipore: 09-872 1/500 
TET2 Rabbit Santa Cruz: sc-136926 1/500 
Histone H3 Rabbit abcam: ab1791-100 1/5000 
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二次抗体 
Rabbit-HRP Santa Cruz: sc-2004 1/2500 
Mouse-HRP Santa Cruz: sc-2006 1/2500 
Rat-HRP Santa Cruz: sc-2005 1/2500 
 
 
第 12 節 免疫沈降法 
1 × 107個の細胞をペレットにし、D-PBS (-)で洗浄した。D-PBS (-)を除去した後、
1 ml の低張液 (10 mM HEPES (pH 7.6), 1.5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0.5 mM DDT, 2 
mM PMSF)を加え、ボルテックスにより細胞膜を溶解した。15,000 rpm、4℃、15
分で遠心した後、上清を捨て、1 ml の高張液 (20 mM HEPES (pH 7.6), 1.5 mM 
MaCl2, 420 mM NaCl, 2 mM DDT, 0.2 mM EDTA, 25% グリセロール, 2 mM PMSF)
を加え、ボルテックスにより核膜を溶解した。15,000 rpm、4℃、15 分で遠心した
後、上清を新しい微量遠心管に移し、インプット用に 200 µl 、抗体反応用に 400 
µl × 2 本を新しい微量遠心管に分注した。抗体反応用に分注したサンプルに 8 µl 
の 50% Protein G Sepharose Beads (GE Healthcare: 17-6002-56)を加え、ローテータ
ーを用いて 4℃、60 分で攪拌した。8,000 rpm、4℃、1 分で遠心した後、上清を
新しい微量遠心管に移し、サンプルに 1 µg の FLAG 抗体または 1 µg の Normal 
mouse IgG 抗体を加え、ローテーターを用いて 4℃、オーバーナイトで攪拌した。
8,000 rpm、4℃、1 分で遠心した後、上清を捨て、700 µl の洗浄液 (20 mM HEPES 
(pH 7.6), 1.5 mM MaCl2, 150 mM NaCl, 2 mM DDT, 0.2 mM EDTA, 20% グリセロー
ル, 2 mM PMSF) を加え洗浄 (× 5)した。8,000 rpm、4℃、1 分で遠心した後、上
清を捨て、50 µl の 2 × Sample buffer を加え、95℃、5 分インキュベートした。
回収したサンプルを SDS-PAGE し、TET1、TET2、OCT4 及び KLF2 抗体を用い
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てウエスタンブロッティング (第 11 節参照)することで PRDM14 と各因子が相
互作用するのか解析した。TET1、TET2、OCT4 及び KLF2 抗体に関しても、同様
の手順で免疫沈降を行い、SDS-PAGE 後、FLAG 抗体を用いて解析を行った。抗
体の宿主動物がウサギの場合は 50% Protein A Sepharose Beads (GE Healthcare: 17-
6002-56)を用いて免疫沈降を行った。使用した抗体を以下に示す。 
 
Antibody Type Company and Cat 
OCT3/4 Goat Santa Cruz: sc-8628 
FLAG Mouse SIGMA: F1804 
PRDM14 Rabbit  
KLF2 Rabbit Millipore: 09-820 
TET1 Rabbit Millipore: 09-872 
TET2 Rabbit Santa Cruz: sc-136926 
Normal rabbit IgG Rabbit Santa Cruz: sc-2027 
Normal mouse IgG Mouse Santa Cruz: sc-2025 
Normal goat IgG Goat Santa Cruz: sc-2028 
 
 
第 13 節 免疫蛍光染色 
8 × 102 個の PRDM14 恒常的発現 ES 細胞をガラス底培養皿にまき、LIF 非含有
ES 細胞用培地で 6 日間培養した。D-PBS (-)で洗浄した後、4% paraformaldehyde 
(PFA)で細胞の固定を 20 分行った。4% PFA を除去し、0.05% Triton-X 含有 D-PBS 
(-)で 20 分間処理した。1 mg/ml BSA 含有 D-PBS (-)に希釈した OCT3/4 抗体 (1/50)
及び NANOG 抗体 (Santa Cruz: 14-5761-80) (1/100)を加え、室温、60 分処理した。
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D-PBS (-)で洗浄 (× 3)した後、D-PBS (-)に希釈した Rabbit IgG (H + L), DyLight 549 
labeled (KPL: 042-04-15-06) (1/200)、Mouse IgG (H + L), DyLight 488 labeled (KPL: 
042-03-18-06) (1/200)及びヘキスト (1/1000)を加え、室温、45 分処理した。D-PBS 
(-)で洗浄 (× 3)した後、Vectasheld (VECTOR: H-1000)で表面処理り、共焦点レーザ
ー顕微鏡 (Nicon)で観察した。 
 
 
第 14 節 クロマチン免疫沈降法 (ChIP) 
5 × 106個の細胞を培地に懸濁した後、37% ホルムアルデヒド (終濃度: 1%)を加
え、ローテーターを用いて室温、10 分で攪拌した。グリシン (終濃度: 125mM)加
え、ローテーターを用いて室温、5 分で攪拌した。3,000 rpm、5 分で遠心した後、
上清を除去し、氷冷した PBS (-) (終濃度: 1 mM PMSF、1 µg/ml aprotinin 含有)を
加え洗浄した。3,000 rpm、室温、5 分で遠心した後、上清を除去し、750 µl の SDS 
Lysis buffer (0.05 mM Tris-HCl (pH 8.1), 0.01 mM EDTA, 1% SDS, 1 mM PMSF、1 
µg/ml aprotinin)を加え、室温、10 分静置した。ソニケーション (BioRupter)で DNA
を断片化し (On: 30 秒; Off: 60 秒; Power; High)、13,000 rpm、5 分で遠心した後、
上清を新しい遠沈管に移し、6,750 µl の ChIP Dilution buffer (16.7 mM Tris-HCl (pH 
8.1), 167 mM NaCl, 1.2 mM EDTA, 0.01% SDS, 1.1% Triton-X, 1 mM PMSF、1 µg/ml 
aprotinin)を加えた後、インプット用に 100 µl 、抗体反応用に 1.5 ml × 4 本を新し
い微量遠心管に分注した。抗体反応用に分注したサンプルに 2 µgの抗体を加え、
ローテーターを用いて 4℃、オーバーナイトで攪拌した。20 µl の Dynabeads (Santa 
Cruz: sc-2005, sc-2028)を加え、ローテーターを用いて 4℃、60 分で攪拌した。使
用した抗体は以下に示す。 
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Antibody Type Company and Cat 
OCT3/4 Goat Santa Cruz: sc-8628 
FLAG Mouse SIGMA: F1804 
PRDM14 Rabbit  
KLF2 Rabbit Millipore: 09-820 
TET1 Rabbit Millipore: 09-872 
TET2 Rabbit Santa Cruz: sc-136926 
TDG Rabbit  
APE1 Mouse Santa Cruz: sc-17774 
Normal rabbit IgG Rabbit Santa Cruz: sc-2027 
Normal mouse IgG Mouse Santa Cruz: sc-2025 
Normal goat IgG Goat Santa Cruz: sc-2028 
 
磁気スタンドに Dynabeads を吸着させた後、上清を除去し、以下の順番で洗浄し
た。 
 
Low Salt buffer (20 mM Tris-HCl (pH 8.1), 150 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.1% SDS, 1% 
Triton-X) 
 ↓ 
High Salt buffer (20 mM Tris-HCl (pH 8.1), 500 mM NaCl, 2 mM EDTA, 0.1% SDS, 1% 
Triton-X) 
 ↓ 
LiCl buffer (10 mM Tris-HCl (pH 8.1), 250 mM LiCl, 1 mM EDTA, 1% NP40, 1% deoxy 
cholic acid) 
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 ↓ 
TE buffer (10mM Tris-HCl (pH 8.0), 1 mM EDTA) 
 ↓ 
TE buffer 
 
磁気スタンドに Dynabeads を吸着させた後、上清を除去し、50 µl の Elution buffer 
(100 mM NaHCO3, 10mM DTT, 1% SDS)を加え、室温、15 分静置した。磁気スタ
ンドに Dynabeads を吸着させた後、上清を新しい微量遠心管に回収した。さらに
Beads に 50 µl の Elution buffer を加え、室温、15 分静置した。磁気スタンドに
Dynabeads を吸着させた後、上清を先程回収した微量遠心管に加えた。4 µl の 5 
M NaCl を加え、65℃、オーバーナイトでインキュベートした (ここからインプ
ット用に回収したサンプルも同様に行う)。2 µl の 0.5 M EDTA、4 µl の Tris-HCl 
(pH 6.5)、0.2 µl の Proteinase K (20 mg/ml) (Wako: 160-14001)を加え、45℃、60 分
インキュベートした。Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega: A9282)を
用いて DNA を回収した後、qPCR (第 10 節参照)により各因子の DNA に対する
結合を解析した。 
 
DNA 回収 
Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System (Promega: A9281)を用いて DNA の回収を
行った。サンプルと等量の Membrane Binding Solution を加えた後、サンプルを SV
カラムに移し、室温、1 分静置した。12,000 g、1 分で遠心した後、700 µl の Membrane 
Wash Solution を加え、12,000 g、1 分で遠心した。Membrane Wash Solution を捨て、
再度 500 µl のMembrane Wash Solution を加え、12,000 g、5分で遠心した。Membrane 
Wash Solution を捨て、12,000 g、2 分でカラ遠心した後、SV カラムを新しい微量
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遠心管に移し、50 µl の MilliQ を加え、12,000 g、1 分で遠心し、DNA を回収し
た。 
 
第 15 節 GlucMS-qPCR 
DNA 回収 
Wizard SV Genomic DNA system (Promega: A2360)を用いて DNA の回収を行った。
1 × 106個の細胞をペレットにし、D-PBS (-)で洗浄した。D-PBS (-)を除去した後、
150 µl の Wizard SV Lysis buffer を加え、ピペッティングにより細胞を溶解した。
溶解液をカラムにアプライし、13,000 g、3 分遠心した後、650 µl の 洗浄溶液を
加え、13,000 g、3 分遠心した (× 4)。13,000 g、2 分カラ遠心した後、カラムを
新しい微量遠心管に移し、適量の MilliQ を加え、13,000 g、室温、1 分遠心し、
DNA を回収した。 
 
回収した DNA を以下の組成で反応させた。 
 
DNA 2,325 ng 
UDP-Glucose ( BioLabs: S2200S ) 6.2 µl (80 µM) 
NEBuffer 4 (BioLabs: B7004S) 15.5 µl 
T4-BGT (BioLabs: Mo357S) 1.5 µl (15 U) 
MilliQ X µl 
total 155 µl 
37℃、オーバーナイトで反応させた後、50 µl × 3 本に分注し、各サンプルに以下
の制限酵素を加えた。 
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① HpaII (BioLabs: R0171S) : 5 µl (50 U) 
② MspI (BioLabs: R0106S) : 5 µl (100 U) 
③ MilliQ : 5 µl 
 
37℃、オーバーナイトで反応させた後、1 µl の Proteinase K (20 mg/ml)を加え、
40℃、30 分で反応させた。95℃、10 分で反応させ、Proteinase K を失活させた後、
qPCR (第 10 節参照)により特定領域のメチル化状態化を解析した。 
 
第 16 節 Bisulfite Sequencing  
DNA の Bisulfite 処理は BisulFast DNA Modification for Methylated DNA Detection 
(TOYOBO: MDD-101)を用いて行った。Bisulfite 処理後の DNA を鋳型として、
EpiTaqHS (TaKaRa: R110A)を用いて以下の条件で PCR を行った。 
 
96℃: 2 分  
 ↓ 
96℃: 30 秒                       
 ↓       
48～60℃: 30 秒  30～45 サイクル 
 ↓ 
72℃: 30 秒 
 ↓ 
72℃: 10 分 
 ↓ 
4℃: ∞ 
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PCR 産物は pGEM T-Easy vector (Promega: A1360)に TA クローニングによりライ
ゲーションし、コンピテントセルを用いて形質転換を行った。得られたシングル
コロニーをピックアップし、Ampicilin 入りの LB 培地にて培養した後、アルカリ
SDS 法 に よ り プ ラ ス ミ ド 抽 出 を 行 っ た 。 SP6 プ ラ イ マ ー  (5’- 
ATTTAGGTGACACTATAG-3’)、Big Dye (ABI: 4337455)を用いて以下の条件でシ
ーケンス PCR 反応を行った。 
 
96℃: 2 分  
 ↓ 
96℃: 10 秒                       
 ↓       
50℃: 5 秒   30 サイクル 
 ↓ 
60℃: 2 分 
 ↓ 
60℃: 4 分 
 ↓ 
4℃: ∞ 
 
シーケンス解析には Applied Biosystems 3130 Genetic analyzer または Applied 
Biosystems 3500 Genetic analyzer を用いた。解析に用いたプライマーの温度とサイ
クル数を以下に示す。 
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Gene Annealing temperature (℃) Number of cycle 
Slc25a31 52 40 
Dazl 52 40 
Spo11 1st 55 40 
Spo11 2st 50 40 
Prss21 50 45 
Major satellite 60 35 
IAP 60 40 
 
 
第 17 節 HpaII digestion 法 
回収した DNA (第 15 節参照)を 50 ng/µl の濃度に調整した。1% アガロースゲル
を用いて電気泳動を行った。10 kb 付近に検出されるバンドの濃さを画像処理ソ
フトウェア Image J を用いて定量し、バンドの濃淡でサンプル間の DNA 量を均
一にした。各サンプルに HpaII を加え制限酵素処理をした。16 時間後、1% アガ
ロースゲルで電気泳動を行い、EtBr 染色を 40 分行った後、蒸留水で 20 分洗浄し
た。洗浄したゲルはトランスイルミネーターを用いて写真撮影を行った。 
 
 
第 18 節 メチル化 DNA 免疫沈降法 (MeDIP) 
DNA を回収し (第 15 節参照)、DNA 濃度を測定した後、20 µg 分の DNA を分注
した。TE buffer で 300 µl にメスアップし、ソニケーションで DNA を断片化した 
(On: 30 秒; Off: 30 秒; Power: High)。24 µl の 5 M NaCl、1 µl の 20 mg/ml グリコー
ゲン、600 µl の 100% エタノールを加え、懸濁した後、16,100 g、4℃、1 時間遠
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心した。上清を除去した後、70% エタノールを加え、16,100 g、4℃、15 分遠心
した。上清を除去した後、55℃でインキュベートし、エタノールを完全に除去し
た。50 µl の TE buffer を加え、懸濁した後、55℃で 5 分インキュベートした。再
度、DNA 濃度を測定し、8 µg 分の DNA を分注した。TE buffer で 450 µl にメス
アップし、96℃で 10 分インキュベートした後、氷上に 10 分静置した。50 µl の
10 × IP buffer (100 mM Na-Phospate buffer, 1.4 M NaCl, 0.5% Triton-X)と 10 µg の
5mC 抗体 (Eurogentec: BIMECY-0500)を加え、ローテーターを用いて 4℃、2 時間
撹拌した。0.1% BSA 入り PBS (-)で洗浄した 20 µl の Dynabeads (Protein G)を加
え、ローテーターを用いて 4℃、2 時間攪拌した。磁気スタンドに Dynabeads を
吸着させた後、上清を除去した。700 µl の 1 × IP buffer を加え、ローテーターを
用いて室温、10 分攪拌した (× 3)。磁気スタンドに Dynabeads を吸着させた後、
上清を除去し、250 µl の 1 × IP buffer、3.5 µl の Proteinase K (20 mg/ml)を加え、ロ
ーテーターを用いて 50℃、30 分攪拌した。磁気スタンドに Dynabeads を吸着さ
せた後、上清を回収した。Wizard SV Gel and PCR Clean-UP System を用いて DNA
を回収した後、qPCR (第 10 節参照)により回収効率の確認を行った。 
 
 
第 19 節 塩基除去修復阻害解析 
細胞に dimethyl sulfoxide (DMSO) (Wako: 047-29353) ( 終濃度 : 0.1%) 、 3-
aminobenzamide (SIGMA: A0788) ( 終 濃 度 : 5 mM) 及 び CRT0044876 
(CALBIOCHEM: 262015) (終濃度: 100 µM)を加えた培地を加え塩基除去修復を阻
害した。2 日間培養した後、DNA 及び RNA を回収し、GlucMS-qPCR (第 15 節参
照)によりメチル化状態、qRT-PCR (第 10 節参照)により遺伝子の発現変化を解析
した。 
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第 20 節 AP 染色 
培養細胞を D-PBS (-)で洗浄した後、4% paraformaldehyde (PFA)で細胞の固定を 20
分行った。4% PFA を除去し、D-PBS (-)で洗浄 (× 2)した。D-PBS (-)を除去し、
AP 染色を行った。 
 
AP 染色 
2.5 mg Naphtol AS-MX phosphate disodium salt (SIGMA: N5000)を 0.25 ml の N,N-
dimethylformamide (SIGMA: F8764)を加え溶解させ、5 mg の Fast Red salt (SIGMA: 
F8764)を加え溶解した。0.1 M Tris-HCl (pH 9.2)で 5 ml にメスアップ後、フィルタ
ー濾過した AP 染色溶液を用いた。シャーレにコロニーが浸る程度 AP 染色溶液
を加え、コロニーが赤く染まってきたら反応液を除去し、D-PBS (-)で洗浄 (× 2)
した。 
 
 
第 21 節 テラトーマ形成及びヘマトキシリン・エオジン (HE)染色 
PRDM14 の発現を誘導した EpiLC を LIF 非存在下の ES 細胞用培地で培養した
後、5 × 106個の細胞をヌードマウス (メス)の側腹部に移植した。30 日後、形成
されたテラトーマを摘出した。摘出したテラトーマは 4% PFA で固定し、脱水し
た後、パラフィン包埋した。ミクロトームを用いてパラフィン切片を作製し、HE 
染色を行った。 
 
第 22 節 ゲルシフトアッセイ 
OCT3/4 の結合配列を含む Klf2 の遠位エンハンサー領域を PCR にて増幅させた。
反応組成、反応条件は以下に示す。 
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DNA 300 ng 
5 × PrimeSTAR GXL buffer 0.5 µl 
Primer Mix (10µM) 1.5 µl 
dNTP (2.5mM) 2 µl 
PrimeSTAR GXL DNA Polymerase 
(TaKaRa: R050A) 
2 µl 
MilliQ X µl 
total 30 µl 
 
※今回使用した dNTP は未修飾の C を含む dNTP、5mC を含む dNTP 及び 5hmC
を含む dNTP の 3 種を用いた。ポジティブコントロールである Jmjd2c に関して
は未修飾の C を含む dNTP のみで PCR 反応を行った。 
 
98℃: 30 秒 
 ↓ 
98℃: 10 秒 
 ↓ 
60℃: 15 秒   30 サイクル 
 ↓ 
68℃: 10 秒 
 ↓ 
68℃: 10 分 
 ↓ 
4℃: ∞ 
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PCR 産物を用いて以下の組成で反応を行った。 
 
5 × Binding buffer 4 µl 
OCT3/4 高発現 ES 細胞抽出物 5 µg 
PCR 産物 20 fmol 
Poly d(I-C) (1 µg/µl) 1 µl (1 µg) 
MilliQ X µl 
total 20 µl 
 
30 分後、200 ng の OCT3/4 抗体を加え、さらに 30 分間反応させた。反応させた
サンプルは 6% ポリアクリルアミドゲルを用いて電気泳動した後、ナイロンメン
ブレン (Roche: NM1377)に転写した。ナイロンメンブレンはトランスイルミネー
ターを用いて 10 分間 UV 照射した後、Chemiluminescent Nucleic Acid Detection 
Module (Thermo: 89880)を用いて電気化学発光反応後、Versa Dog を用いてオリゴ
ヌクレオチドとタンパク複合体の形成を解析した。 
 
 
第 23 節 マイクロアレイ発現解析 
PureLink RNA Mini kit (Ambion)を用いてRNAを回収した。GeneChip 3’ IVT Express 
Kit (Affymetrix)を用いて RNA をラベルした後、Affymetrix MG-430 pm array strip
にハイブリダイズし、GeneAtlas system (Afymetrix)を用いて解析を行った。デー
タの正規化及び解析は costom R (Smyth et al., 2013)を用いて行った。 
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第 24 節 プライマー 
RNA 発現解析用 
Gene Strand  Sequence (5’-3’) 
Prdm14 CDS 
F TGTGGTACGGAAATGGCTATG 
R AAACACCTTTCCACAGCGTTC 
Oct3/4 
F CACGAGTGGAAAGCAACTCAG 
R TTTCATGTCCTGGGACTCCTC 
Nanog 
F TTTGGAGGTGAATTTGGAAGC 
R TCACCTGGTGGAGTCACAGAG 
Sox2 
F CTTGCTGGGTTTTGATTCTGC 
R AAGACCACGAAAACGGTCTTG 
Klf2 
F CCCCAGGAAAGAAGACAGGAG 
R AGGCATTTCTCACAAGGCATC 
Tcl1 
F TGGCCTCACTAGAACAAGAGG 
R CTCGGTCAAGGATGGAAGC 
Esrrb 
F CGTGTGACAAGGAGACAGGAG 
R TCCAGCCACAACGTCATTATC 
Nr5a2 
F TGGAGGGCAGAGATAGCAAAC 
R TGCACAGCTCCCTTTTAGGAC 
Nanos3 
F AATCCTCTGCAGCTCCTGAAC 
R CACACATAATCCCGCAAAATG 
Dazl 
F GATGGACATGAGATCATTGGAC 
R ATACCAGGGAGCAATCCTGAC 
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Rhox6 
F TTTCCAAGAGACTCGCTACCC 
R GTTCGCAGAACATCAGCACTC 
Dnd1 
F CCCAGTGTTCCTGACCAAGTG 
R CAATCAGAGGCCAACACAACC 
Dppa3 
F AGGCTCGAAGGAAATGAGTTTG 
R TCCTAATTCTTCCCGATTTTCG 
Dnmt3b 
F CTCGCAAGGTGTGGGCTTTTGTAAC 
R CTGGGCATCTGTCATCTTTGCACC 
Klf4 
F GACCAGGATTCCCTTGAATTG 
R ACCAAGCACCATCATTTAGGC 
Klf5 
F TGGAAGTCCCGATAGACAAGC 
R GTGGCAGGTAAATTTGGGTGG 
Tbx3 
F TGATGTTTTAAGAGCCGATGC 
R AGGATAATGGGACTTCCGTTG 
Brachyury 
F AAGGACAGAGAGACGGCTGTG 
R AAAGTAGGACAGGGGGTGGAC 
Cdx2 
F GTAAATGCCAGAGCCAACCTG 
R GGCTTGTTTGGCTCGTTACAC 
Nestin 
F GATTAGAAACTGCCCCTCTGG 
R CAGGATCTCACCTGTCTCAGC 
Pax6 
F CACAGCAGTTGGGTATTCAGG 
R TGATACCGTGCCTTCTGTACG 
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Gata4 
F CTCCAGCCTGAACATCTACCC 
R TGTGTGTGAAGGGGTGAAAAG 
Gata6 
F TTGCCTCCAAATCATGTGCTTC 
R GCCTCCAGGATAGACCAAATG 
Ihh 
F GTAGATGGGCTTGCACCTCAG 
R CTGCAGGGAAGGTCATGTTTC 
Wnt3 
F GGAGATAAAATGGGGGAATGG 
R TGCACAACAGGAAAGAAGTGG 
Fgf5 
F ATGAGTGCATCTGCTCTGCTC 
R CGTCTGTGGTTTCTGTTGAGG 
Fgf8 
F TTGGAAGCAGAGTCCGAGTTC 
R AATACGCAGTCCTTGCCTTTG 
Fgf10 
F ACCAAATGCTTTCGGGTTCTC 
R CTCCTGGCTTTCCTCCAAGAG 
Cer1 
F ACTGTTGGTTATCTGGCGTTG 
R CATATTCCGGGAAAAGGTTTG 
Tet1 
F CCATTCTCACAAGGACATTCACA 
R GCAGGACGTGGAGTTGTTCA 
Tet2 
F GCCATTCTCAGGAGTCACTGC 
R CTTCTCGATTGTCTTCTCTATTGAGG 
Dnmt3a2 
F TGGAGAGTCTCAGAAGGTGGAG 
R CATTCTTGTCCCCAGCATCC 
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Dnmt3l 
F CTGGTGAAGAACTGCCTTCTC 
R AAACTGTGGAGGGAAGAGACC 
Uhrf1 
F GCCACTTCTTCACTCCTCACC 
R CACATCTCAGCCTTCCATGAC 
Piwil2 
F CTGATCACATGCAGAGGTTGAC 
R AGCTAGCTTGTGGGCATACTTG 
Slc25a31 
F GATGATGCAGAGTGGGGAATC 
R CACGAAGGATGTTGGAGAAGG 
Syce1 
F AATGCTTTCCCTGTCTCTTGC 
R CAAGTGGCTTCAGATCCTGTG 
Mael 
F ATGTGGCCATGTGGGACTAT 
R TGCAGTACGCGATTTTCTTG 
Hormad1 
F GAGTCAGTGCTGAAGAAAAGGAG 
R CAGAGGTACAGAAGGCACACC 
Spo11 
F AAGAAAAACAGCAAGCGAACC 
R AACAGGGCAAGGCACCTATAC 
Tdrd12 
F AGCCCTTTCCAACACAGAGTG 
R TCCTATGGAATTGGGGTATGG 
Mei1 
F CTCGGAGGTGTGTCTGTTTCC 
R ATTATGCCCGGAATTTGTCTG 
Prss21 
F CCATCTCCCAACACTCTCCAG 
R ATGTCTCCCCAGATGTTCGTG 
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Gja1 
F GTGAAGTGTGTAAGCGTGTG 
R CACAAAGATCCATGAGGAGG 
Sycp3 
F CGAGCAGTTCATAAAGAGTTTG 
R TCTTGCTGCTGAGTTTCCATC 
Sycp1 
F TTAAAACCCCCAAACAGACTCC 
R ATCGTTGTCCAACGGTCCTC 
Tcfap2c 
F ACGCGGAAGAGTATGTTGTTG 
R TTGTATGTTCGGCTCCAAGAC 
Bmp7 
F GGAAGCATGTAAGGGTTCCAG 
R TTTCCTGGCAGACATTTTTCC 
Tert 
F CAGAGGCGACAATGACCATC 
R TTCATCTAGCGGAAGGAGACAG 
Tdg 
F CTTTAGCTGTGGCAGTGATGG 
R ATGCCCATGTAAACAGCAGTG 
Ifitm3 
F CTGAACATCAGCACCTTGGTC 
R GAGGGTGAAGCACTTCAGGAC 
Nr0b1 
F GAAAGCGGTCGTAGCTGTAGG 
R GAAGCCAGTATGGAGCAGAGG 
Pim2 
F CCAGAGACTAGGATGGGATGG 
R TTCAACCACTGGACAATCCTG 
Car4 
F ACTCTGTTGGTCCCCACACTC 
R CCCAAAGTTCAACCTGGAAAG 
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Dusp6 
F CAGGGAGTGTCACCTCAAATG 
R TTCTCCCTTCCTCTCAACCTG 
Six1 
F AAGGCTCCATGATCTTTTTGC 
R GAGCAAGCCAACCCTGTTATC 
Zfp42 
F TCTCCCTGGATTTCAACTTGC 
R GCGTGGGTTAGGATGTGAATC 
Blimp1 
F CCTGTGCTTTTCTTGTGTTGG 
R CATTGTGGGCTCAACACTCTC 
Rhox9 
F TGCGAGTAAGGAGGGATCTTG 
R ATCATCAGCCTGCTGTGTCTG 
GAPDH 
F ATGAATACGGCTACAGCAACAGG 
R CTCTTGCTCAGTGTCCTTGCTG 
 
Bisulfite sequence 用 
Gene Strand  Sequence (5’-3’) 
Spo11 1st 
F GTTTTTTTGTTGGTTATGGTGA 
R ACACACACACACAATTTTTTTT 
Spo11 2nd 
F TTTGTTGGTTATGGTGAAGAGA 
R ACCCAACTTTCATTTAAAACAA 
Prss21 1st 
F TTTATTTAGAATTGTAGGAATT 
R CAAAACCCTATAAAAAAAATCA 
Prss21 2nd 
F AGAATTTAATTGTGTTTGATAA 
R CAAAACCCTATAAAAAAAATCA 
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Slc25a31 
F TTGTTGTGTATTGATTGAGT 
R CCTTCTTTAAAAACTACTTC 
Dazl 
F GTGGGTTTTTTTTTTATTA 
R AAACCCTCTTTATACCCTC 
IAP 
F TTGATAGTTGTGTTTTAAGTGGTAAATAAA 
R AAAACACCACAAACCAAAATCTTCTAC 
Major satellite 
F GGAATATGGTAAGAAAATTGAAAATTATGG 
R CCATATTCCAAATCCTTCAATATACATTTC 
 
ChIP 用 
Gene Strand Sequence (5’-3’) 
Klf2 -9000 
F AGCCTAAGATGCTTTCATGGTG 
R TCAACTACCTACCACCACTCCAC 
Klf2 -8000 
F AAGAGCCTCCAGGTGGGAAG 
R CTGGAGACCTGGGCTCATTG 
Klf2 -7000 
F TTCTGGTGGCCATTATCTGTG 
R GTTTCTGGTTTTTGGGGCTCAG 
Klf2 -3500 
F GTGCTGGGATTAAAGGTGTGC 
R AGTCACATGTCCCCCTCTCTC 
Klf2 -2500 
F ACTTCAGCTCACTCCCCCTACT 
R ATAGATCAGTAGCTCAGAGCCAGA 
Klf2 -1500 
F TGTTTCAGCCTCACATTCTGC 
R TTGGCGAACTACAGACACTGG 
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Klf2 TSS 
F CGCGCTAACTATGCTGTTGTG 
R TATATAAGCCTGGCGGTGGTG 
Piwil2 TSS 
F GTTATTCCAGGCCGAGTGTG 
R TTTAGGTCTGGTGCCACTGAG 
Slc25a31 TSS 
F AAAGCTGCTGTGCACTGATTG 
R CTGAGGATGCTGGGAGAACAG 
Slc25a31 TSS 
F AAAGCTGCTGTGCACTGATTG 
R CTGAGGATGCTGGGAGAACAG 
Sfi1 
F AAAGATTCGGCTGTTTGATGC 
R TGAAGTTTCTGCGCTTCTGAG 
 
GlucMS-qPCR 用 
Gene Strand Sequence (5’-3’) 
Klf2 -100000 
F CAATTCAGGGAGGAGAAATGG 
R TGGCCTCAAACTCAGAAATCC 
Klf2 -8500 
F TGGAACTAGCCCTGTAGACCAG 
R TGTTAGCCCCTTTCTTTCTGC 
Klf2 -7500 
F TTGTTACGGATGGTTGTGAGC 
R AATGGCCACCAGAATCATCAC 
Klf2 -3000 
F GTGCTCTGCAGCAAATAATGC 
R TGGCTTTGTGTCCTTTGTCTG 
Klf2 -2000 
F ACACCACATGGCTCACTTTTG 
R AATGTGAGGCTGAAACACTGG 
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Klf2 TSS  
F GGGAGTTAGACTTCAGGCTGTG 
R AACTAGGCCCTCAAGATCTGC 
Piwil2 
F CAGCAAAGTACCTTTCCACCAC 
R CTGGAATAGGAGGGAAAGGAG 
Syce1 
F CCAGAGGTAGTGGCTGAAGG 
R CAGTCAGGATCCCAGTCAGC 
Slc25a31 
F ACACGTGTTATGGTCACATGC 
R CTGAGGATGCTGGGAGAACAG 
Rhox6 
F AGCGTCGGATCCAGAGATTC 
R ACCAGGCTGTTCTTCCTTGTC 
LINE1 Type-Gf 
5’UTR 
F TAAGCCACAGCAGCAGCGG 
R CCCAGGTGGTACAGACTCTC 
Tcl1 
F GAAGCATAGGGCAGTGTTTCC 
R GCAAGGTCTAGGCTTGCAGAC 
Tcl1 -2000 
F GCCCTGAGTGCAAACTTACAG 
R CTATGTGGTGTTGGGAAAAGC 
Dppa3 
F GGTGAAAATGCTGGTTCGTAG 
R AGCCCAGAACGTGGTCTTATG 
Esrrb 
F TGGATTGCCTGCCTTTTTAAC 
R AATAGCCGCATGCAAAATAGC 
Tcfap2c 
F TGACCCCGATTGTGGATTTAC 
R CACCTCGCAATCCTCTTCATAC 
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Nanog 
F TGATACGTTGGCCTTCTAGTCTG 
R CCCGAACATATTCCAAAGAGC 
Zfp42 
F CCACGCTCTCAAAGTGAGTTG 
R TCTTTACACTTTCGTCCCATCG 
Mael 
F CAGGACCAACCGACAGAACC 
R TCAAGAGCTTGGGGAGAAGAG 
Spo11 
F TAGTGCTCCCTGGTGGTGAC 
R AAAGCCCCATAAATCCAAAGC 
Tdrd12 
F GCTTTGCACATTGAATGATCTC 
R GGTAGGGAATTAGGATGGCAAC 
Sycp1 
F GCTGGACCAACCGTTAAATTG 
R GCGCTCCTTTATGAAGACGAC 
Sycp3 
F GGCCTAGGGTTTAGGGAGTTG 
R CCAGTTCCTTCAGCCCAAAC 
Mei1 
F TCCCACTGTATAACGGCAGTG 
R CCCCAAAGAAGAAGGTTAGAGG 
Prss21 
F CCAGGATCGAGAACTCAACTG 
R GAAAGGGAGGGACTTCCTGAG 
Igf2r 
F TTTGCACCCTCAGGATACCTC 
R AGGTTCGGAGGGTTTTAATGC 
Peg3 
F AATCTACCTGCTTGCTCTCCTC 
R TGACTGTCTGCATAGCGAAAC 
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Meg3 
F AACCTCGGGCAAAATATAGTGG 
R GCAGCCTTCTCTGTGATCTGG 
Pgr10 
F GACAGGGCCAGAACGAATAAG 
R CCAGATGCACCAGAATCAATC 
Grb10 
F ACGGTTAGAAGAAGGCAGCAG 
R TGGGTGGTAATTACATGACACTG 
Vmn2r29 
F CTCTCCAAGCTTCCCTGTTTG 
R AACCAGGATAGGGGGACAGAC 
Sfi1 
F AAAGATTCGGCTGTTTGATGC 
R TGAAGTTTCTGCGCTTCTGAG 
 
ゲルシフトアッセイ用 
Gene Strand  Sequence (5’-3’) 
Jmjd2c 
F TTCGATTGCCTGCTTTGAAAC 
R CTGCAACATTCCAACCTCTCC 
Klf2 -8000 
F AAGAGCCTCCAGGTGGGAAG 
R CTGGAGACCTGGGCTCATTG 
 
※各フォワードプライマーの 5’側にはビオチンタグを付加している。 
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第 3 章 結果と考察 
 
第 1 節 PRDM14 による DNA 脱メチル化機構の解明 
DNA のメチル化は、CpG ジヌクレオチドのシトシン (C)のピリミジン環の 5
位の炭素原子にメチル基が付加される反応である。DNA のメチル化は高等生物
において正常な発生に必須であり、遺伝子刷り込みや X 染色体の不活性化、反復
因子の抑制、発癌 など多くの鍵段階と関係している (Suzuki and Bird, 2008)。ほ
乳類において、DNA のメチル化は主に新規チル化酵素である DNMT3A 、
DNMT3B 及び維持メチル化酵素である DNMT1 によって制御されている (Li et 
al., 1992; Okano et al., 1999)。DNMT3A 、DNMT3B により付与されたメチル化は
DNA の複製により新しく合成された娘鎖には引き継がれず、親鎖のみメチル化
されたヘミメチル化状態になる。この親鎖側のメチル化を DNMT1/UHRF1 複合
体が認識し、娘鎖側にメチル基を付与することで DNA のメチル化は維持される 
(Okano et al., 1999; Sharif et al., 2007)。 
DNA の脱メチル化には複製に依存した受動的脱メチル化と複製に依存しない
能動的脱メチル化の 2 種類が存在する。受動的な脱メチル化は、DNMTs の機能
が失われることにより、DNA が複製される時に親鎖のメチル化が娘鎖にコピー
されなくなり、複製が起こる度にメチル基が希釈されていく様式である (Wu and 
Zhang, 2010)。一方、能動的脱メチル化はヒドロキシメチル化酵素である TET フ
ァミリーによるメチル化シトシン  (5mC)のヒドロキシメチル化シトシン 
(5hmC)への酸化を引き金とし、最終的に塩基除去修復により複製非依存的に
DNA が脱メチル化される様式である (Hackett et al., 2012b)。この能動的脱メチル
化には複数の経路が存在しており、5hmC がさらに TET ファミリーにより酸化さ
れ、ホルミルシトシン (5fC)、カルボキシシトシン (5caC)に変換された後、5fC 及
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び 5caC が G:T ミスマッチ塩基対として認識され、チミジン DNA グリコシラー
ゼである TDG の働きによりチミン塩基が除去される (He et al., 2011; Ito et al., 
2011)。その後、AP エンドヌクレアーゼ 1 である APE1 により DNA の脱塩基部
位の DNA が切断され、ポリ (ADP-リボース)ポリメラーゼである PARP1 により
修復され、未修飾の C に変換される (Guo et al., 2011)。他の経路として、脱アミ
ノ化酵素であるAIDにより 5hmCがヒドロキシメチル化ウラシル (5hmU)へ脱ア
ミノ化され、塩基除去修復を介して未修飾の C に変換される経路が存在する 
(Guo et al., 2011)。しかし、近年の報告により、5mC は AID の基質になるが 5hmC
は AID の基質にならない可能性が示されており、AID を介した能動的脱メチル
化は条件が限られることが考えられる (図 2-1) (Nabal et al., 2012)。 
 
図 2-1: 能動的脱メチル化経路の模式図 
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5mC の 5hmC、5fC、5caC への酸化はすべて TET ファミリーにより触媒されて
いるにも関わらず、ES 細胞において 5fC、5caC の存在量は 5hmC に比べ低いこ
とが明らかとなっている (He et al., 2011; Ito et al., 2011)。このことは TET ファミ
リーによる 5hmC から 5fC/5caC への触媒反応が厳密に制御されていることを示
している。しかし、能動的 DNA 脱メチル化における TET ファミリーの活性がど
の様に制御されているかは不明である。 
 近年、Tet1 を欠損した雌のマウスにおいて、減数分裂関連遺伝子のプロモータ
ー領域が高メチル化状態になっていることや、Tet1/Tet2 を二重欠損したマウスに
おいて、ゲノム刷り込み遺伝子領域のメチル化が除去されず、維持されているこ
とが報告されている (Yamaguchi et al., 2012; Dawlaty et al., 2013)。このことから、
TET1 及び TET2 が始原生殖細胞におけるこれらの領域の DNA 脱メチル化に関
わっている可能性が示された。興味深いことに、ES 細胞での Tet1、Tet2 の発現
は始原生殖細胞での発現に比べて高いにも関わらず、これらの領域は脱メチル化
を受けずにメチル化は維持されている (Kagiwada et al., 2013)。このことから、始
原生殖細胞特異的に発現する因子によって TET1、TET2 による DNA の脱メチル
化が制御されている可能性が示唆される。 
そこで、始原生殖細胞特異的に発現し、DNA の脱メチル化に関わる PRDM14
に着目し、PRDM14 による DNA の脱メチル化が TET1/TET2 による能動的脱メ
チル化経路を介して行われているのか解析した。 
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PRDM14 による DNA 脱メチル化経路の同定 
PRDM14 による DNA の脱メチル化における 5mC 及び 5hmC の変化を解析す
るために、Dox 添加により始原生殖細胞と同等の PRDM14 (FLAG タグ付き)を発
現誘導できる ES 細胞の樹立を行った。Dox を添加して 4 日後、PRDM14 の発現
を RNA レベル、タンパクレベルで解析したところ、Dox 添加による PRDM14 の
発現誘導が観察された (図 2-2)。 
 
図 2-2: Doxycyclin 依存的な PRDM14 の発現誘導 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に Dox を添加してから 4 日後、RNA とタンパクを回収し、
PRDM14 の発現を qRT-PCR (左)及びウエスタンブロッティング (右)により解析した。qRT-
PCR に関しては始原生殖細胞 (PGCs)での Prdm14 の発現量も同様に解析した。ウエスタン
ブロッティング関しては PRDM14 に FLAG タグが付いているため、FLAG 抗体を用いて解
析を行った。 
 
 
この細胞を用いて、PRDM14 の誘導によるメチル化維持に関わる因子の発現変
化を解析したところ、Dnmt3b 及び新規メチル化酵素の補因子である Dnmt3l の急
速な発現減少が観察された。一方、Dnmt3a2、Dnmt1 及び Uhrf1 の発現に変化は
見られなかった (図 2-3)。 
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図 2-3: PRDM14 の発現誘導によるメチル化維持に関わる因子の発現変化 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に Dox を添加してから 1 日おきに RNA を回収し、Prdm14 及び
メチル化維持に関わる因子の発現を qRT-PCR により解析した。**P<0.01 
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続いて、Tet1 を欠損した雌のマウスにおいて高メチル化状態が観察される 
(Yamaguchi et al., 2012)生殖細胞特異的因子である Piwil2、Mael 及び Sycp1 の転写
開始部位付近のメチル化状態が PRDM14 の発現誘導によりどの様に変化するの
か解析した。その結果、PRDM14 の発現誘導に伴い、それら遺伝子の転写開始部
位付近において急速な 5mC の減少及び一過的な 5hmC の上昇が観察された (図
2-4)。 
 
 
図 2-4: PRDM14 の発現誘導による生殖細胞特異的遺伝子領域のメチル化状態の
変化 
Piwil2、Mael 及び Sycp1 の転写開始部位付近の模式図で、解析に用いたプライマーの設計位
置及び解析した CpG サイト (Hp)を示す (上段)。誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に Dox を添加
してから 1 日おきに DNA を回収し、生殖細胞特異的遺伝子である Piwil2、Mael 及び Sycp1
の転写開始部位付近の 5mC 及び 5hmC の変化を GlucMS-qPCR により解析した (下段)。
*P<0.05、**P<0.01 
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さらに、PRDM14 を発現誘導してから 3 日後の生殖細胞特異的遺伝子 
(Slc25a31、Dazl、Spo11、Prss21)の転写開始部位付近、セントロメアに存在する
Major satellite 及びレトロトランスポゾンである IAP のメチル化状態の変化をよ
り広い領域で解析した結果、それら生殖細胞特異的遺伝子及び Major satellite 領
域において DNA の脱メチル化が観察された。一方、IAP に関しては、PRDM14
による DNA の脱メチル化は観察されなかった (図 2-5)。 
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図 2-5: PRDM14 の発現誘導による生殖細胞特異的遺伝子領域、Major satellite 及
び IAP のメチル化状態の変化 
Piwil2、Mael 及び Sycp1 の転写開始部位付近の模式図で、解析に用いたプライマーの設計位
置及び解析した CpG サイトを示す (上段)。誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に Dox を添加してか
ら 3 日後に DNA を回収し、生殖細胞特異的遺伝子 (Slc25a31、Dazl、Spo11、Prss21)の転写
開始部位付近、Major satellite 及び IAP の 5mC 及び 5hmC の変化を Bisulphite sequencing によ
り解析した (下段)。P 値は Mann-Whitney U-test を用いて解析した。〇は非メチル化 C、●は
メチル化 C を示す。 
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 この PRDM14 による DNA の脱メチル化が始原生殖細胞特異的遺伝子の発現
を誘導するのに充分であるか解析するために、PRDM14 を誘導してから 4 日後の
始原生殖細胞特異的遺伝子 (Piwil2、Syce1、Slc25a31、Dazl、Hormad1、Mael、Sycp1、
Mei1 、 Spo11 、 Prss21) の 発 現 量 を メ チ ル 化 修 飾 が 消 失 し て い る
Dnmt3a/Dnmt3b/Dnmt1 三重欠損 ES 細胞及び始原生殖細胞での発現量と比較した。
その結果、PRDM14 の誘導によるそれら始原生殖細胞特異的遺伝子の発現の上昇
は Dnmt3a/Dnmt3b/Dnmt1 三重欠損 ES 細胞での発現量と同等であった。しかし、
PRDM14 によるそれら始原生殖細胞特異的遺伝子の発現誘導は始原生殖細胞と
比較すると極めて低いものであった (図 2-6)。 
  
図 2-6: PRDM14 発現誘導による生殖細胞特異的遺伝子の発現誘導 
Dox を添加してから 4 日後の誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞、Dnmt3a/Dnmt3b/Dnmt1 三重欠損
ES 細胞 (Dnmt TKO)及び始原生殖細胞 (PGCs)から RNA を回収し、生殖細胞特異的遺伝子 
Piwil2、Syce1、Slc25a31、Dazl、Hormad1、Mael、Sycp1、Mei1、Spo11、Prss21) の発現を qRT-
PCR により解析した。始原生殖細胞での発現量は下段に数値として示す。*P<0.05、**P<0.01 
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以上に結果より、ES 細胞に PRDM14 を発現誘導することで急速な 5mC の減
少、一過的な 5hmC の上昇が観察されたことから、PRDM14 は Dnmt3b、Dnmt3l
の発現抑制だけでなく 5mC の 5hmC への変換を介した能動的脱メチル化経路に
より DNA の脱メチル化を行っている可能性が示唆された。この PRDM14 による
DNA の脱メチル化は、DNA のメチル化の消去による生殖細胞特異的遺伝子に発
現誘導に十分であると言えが、PRDM14 を発現誘導した細胞での生殖細胞特異的
遺伝子に発現が生殖細胞での発現に比べ極めて低かったことから、生殖細胞特異
的遺伝子の発現誘導には DNA の脱メチル化以外の別の機構も存在している可能
性が示唆された。 
 
 
PRDM14 による領域特異的な DNA 脱メチル化 
PRDM14 による DNA の脱メチル化がゲノムワイドに起こっているのか、
PRDM14 を発現誘導してから 1 日おきに DNA を回収し、HpaII digestion 及び LC-
MS/MS により解析をおこなった。その結果、PRDM14 による DNA のメチル化の
減少は観察されたものの、その減少はメチル化修飾が消失している Dnmt1 欠損
ES 細胞に比べ僅かなものであった (図 2-7, 8)。 
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図 2-7: PRDM14 発現誘導によるゲノムワイドな DNA メチル化状態の変化 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に Dox を添加してから 1 日おきに DNA を回収し、メチル化非
感受性酵素であるMspI及びメチル化感受性酵素であるHpaIIにより制限酵素反応を行った。 
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図 2-8: PRDM14 発現誘導によるゲノムワイドな 5mC 及び 5hmC の変化 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に Dox を添加してから 1 日後及び 3 日後に DNA を回収し、全
体の C に対する 5mC 及び 5hmC の存在量を LC-MS/MS により解析した。 
 
 続いて、PRDM14によるDNAの脱メチル化がどの領域で起きているのか、
PRDM14を誘導してから3日後のゲノムワイドなメチル化状態の変化を定量性に
富むMeDIP-seqにより解析した。その結果、Tcl1、Tcfap2cといった多能性関連遺伝
子及びSpo11、Sycp3といった生殖細胞特異的遺伝子の転写開始付近におて顕著な
DNAの脱メチル化が観察された (図2-9)。また、ES細胞においてメチル化が維持
されているゲノム刷り込み遺伝子領域に存在するアレル特異的メチル化領域 
(DMR)のメチル化も減少していた (図2-10) (Leitch et al., 2013)。興味深いことに、
始原生殖細胞細胞においてDNAの脱メチル化が起きる際、そのDNAの脱メチル
化から保護されているVmn2r29の転写開始付近ではPRDM14を発現誘導しても
DNAの脱メチル化は観察されなかった (図2-11) (Guibert et al., 2012; Hackett et al., 
2012a; Seisenberger et al., 2012)。 
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図 2-9: PRDM14 発現誘導による多能性関連遺伝子及び生殖細胞特異的遺伝子領
域の DNA 脱メチル化 
Dox 添加により PRDM14 を発現誘導した誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞におけるメチル化状態
を MeDIP-seq により解析した。多能性関連遺伝子である Tcl1、Tcfap2c 及び生殖細胞特異的
遺伝子 Spo11、Sycp3 の転写開始付近のメチル化状態をヒートマップとして示す。赤いライン
は ES 細胞における PRDM14 の結合領域を示す (Ma et al., 2011)。 
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図 2-10: PRDM14 発現誘導によるゲノム刷り込み遺伝子領域の DNA 脱メチル化 
Dox 添加により PRDM14 を発現誘導した誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞におけるメチル化状態
を MeDIP-seq により解析した。ゲノム刷り込み遺伝子である Igf2r 及び Grb10 の DMR のメ
チル化状態をヒートマップとして示す。 
 
 
   
図 2-11: PRDM14 発現誘導時における Vmn2r29遺伝子領域のメチル化状態 
Dox 添加により PRDM14 を発現誘導した誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞におけるメチル化状態
を MeDIP-seq により解析した。Vmn2r29 の転写開始部位付近のメチル化状態をヒートマップ
として示す。 
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 この PRDM14 の発現誘導による DNA 脱メチル化が多能性関連遺伝子、生殖細
胞特異的遺伝子及びゲノム刷り込み遺伝子のDMR領域で特異的に観察されるの
か GlucMS-qPCR により解析を行った。その結果、多くの多能性関連遺伝子 (Tcl1、
Dppa3、Esrrb、Tcfap2c、Nanog、Zfp42)の転写開始部位付近、生殖細胞特異的遺伝
子 (Sycp1、Slc25a31、Mael、Spo11、Tdrd12、Sycp3、Mei1、Prss21、Sycp1) の転
写開始部位付近及びゲノム刷り込み遺伝子 (Igf2r、Peg3、Meg3、Peg10、Grb10)
の DMR 領域において 5mC の減少が観察された (図 2-12)。一方、Vmn2r29 の転
写開始付近では PRDM14 を発現誘導しても DNA の脱メチル化は観察されなか
った (図 2-12)。また、いくつかの遺伝子領域において、5hmC の上昇が観察され
た (図 2-13)。 
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図 2-12: PRDM14 の発現誘導による多能性関連遺伝子、生殖細胞特異的遺伝子及
びゲノム刷り込み遺伝子領域の 5mC の変化 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に Dox を添加してから 1 日後に DNA を回収し、多能性関連遺
伝子 (Tcl1、Dppa3、Esrrb、Tcfap2c、Nanog、Zfp42)の転写開始部位付近、生殖細胞特異的遺
伝子 (Sycp1、Slc25a31、Mael、Spo11、Tdrd12、Sycp3、Mei1、Prss21、Sycp1) の転写開始部
位付近、ゲノム刷り込み遺伝子 (Igf2r、Peg3、Meg3、Peg10、Grb10)の DMR 領域及び Vmn2r29
の転写開始部位付近の 5mC の変化を GlucMS-qPCR により解析した。*P<0.05、**P<0.01 
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図 2-13 PRDM14 の発現誘導による多能性関連遺伝子、生殖細胞特異的遺伝子及
びゲノム刷り込み遺伝子領域の 5hmC の変化 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に Dox を添加してから 1 日後に DNA を回収し、多能性関連遺
伝子 (Tcl1、Dppa3、Esrrb、Tcfap2c、Nanog、Zfp42)の転写開始部位付近、生殖細胞特異的遺
伝子 (Sycp1、Slc25a31、Mael、Spo11、Tdrd12、Sycp3、Mei1、Prss21、Sycp1) の転写開始部
位付近、ゲノム刷り込み遺伝子 (Igf2r、Peg3、Meg3、Peg10、Grb10)の DMR 領域及び Vmn2r29
の転写開始部位付近の 5hmC の変化を GlucMS-qPCR により解析した。*P<0.05、**P<0.01 
 
 
ES 細胞は特定の培養条件下で培養するとより未分化性の高い基底状態になる 
(Ying et al., 2008; Marks et al., 2012)。基底状態ではゲノムワイドな DNA の脱メチ
ル化が観察される (Mark et al., 2012)。ES 細胞に PRDM14 を発現させたことによ
る DNA の脱メチル化が、PRDM14 を発現させたことで ES 細胞が基底状態へ移
行したことで起こった可能性はないのか、PRDM14 を誘導することで ES 細胞が
基底状態に移行することで発現が上昇する遺伝子 (Bmp7、Fgf10、Tert)の発現に
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変化はあるのか解析した。その結果、それらの遺伝子の発現に変化は観察されな
かった (図 2-14)。 
 
 
図 2-14: PRDM14 の発現誘導による ES 細胞基底状態発現遺伝子の発現量 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に Dox を添加してから 3 日後に RNA を回収し、ES 細胞が基底
状態に移行することで発現が上昇する遺伝子 (Bmp7、Fgf10、Tert)の発現を qRT-PCR により
解析した。 
 
 
以上の結果より、PRDM14 を ES 細胞に発現誘導することで、ES 細胞が基底状
態に移行していないにも関わらず、多能性関連遺伝子、生殖細胞特異的遺伝子及
びゲノム刷り込み遺伝子の DMR 領域で特異的に DNA の脱メチル化が観察され
た。このことから、PRDM14 はこれらの領域を特異的に脱メチル化している可能
性が示唆された。 
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PRDM14 による TET1/TET2 の標的領域への結合制御 
 これまでの解析により、PRDM14 が能動的脱メチル化経路を介して DNA の脱
メチル化を行っている可能性が示唆された。TET ファミリーによる 5mC の 5hmC
への変換は能動的脱メチル化経路の開始に重要である (Guo et al., 2011)。そこで、
PRDM14 が TET1/TET2 と相互作用しているのか共免疫沈降により解析した。
PRDM14 の発現を誘導して 2 日後、細胞から核抽出液を回収した。FLAG 抗体を
用いて PRDM14 の複合体を回収し、TET1 または TET2 抗体を用いて回収した
PRDM14 の複合体に TET1 及び TET2 が含まれているのかウエスタンブロッティ
ングにより解析した結果、バンドが確認された。一方、TET1 または TET2 抗体
を用いてそれぞれの複合体を回収し、FLAG 抗体を用いてウエスタンブロッティ
ングを行った場合でもバンドが確認された (図 2-15)。以上の結果より、PRDM14
と TET1/TET2 は相互作用している可能性が示唆された。 
 
 
図 2-15: PRDM14 と TET1/TET2 の相互作用 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に Dox を添加してから 2 日後に核抽出液を回収した。FLAG 抗
体を用いて PRDM14 の複合体を回収した後、TET1 抗体または TET2 抗体を用いてウエスタ
ンブロッティングを行った (上段)。TET1 抗体または TET2 抗体を用いてそれぞれの複合体
を回収した後、FLAG 抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った (下段)。 
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続いて、PRDM14 のどの領域が TET1/TET2 との相互作用に重要なのか同定す
るために N 末端を欠損した PRDM14、PR ドメインを欠損した PRDM14 及び C
末端側の 2つのジンクフィンガー (ZnF)ドメインを欠損した PRDM14 (図 2-16)を
発現誘導できる ES 細胞を用い、それら PRDM14 を発現誘導して 2 日後、細胞か
ら核抽出液を回収した。FLAG 抗体を用いて PRDM14 の複合体を回収し、TET1
または TET2 抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った結果、N 末端を欠
損した PRDM14 を発現させた場合のみに TET1/TET2 との相互作用が観察されな
くなった (図 2-17)。以上の結果より、PRDM14 はN末端を介して TET1及び TET2
と相互作用していると考えられた。また、C 末端側の 2 つの ZnF ドメインを欠損
した PRDM14 を発現させた場合において、TET1 との相互作用が低下していたこ
とから (図 2-17)、PRDM14 が標的領域に結合することで TET1 と相互作用する
可能性が示唆された。 
 
 
図 2-16: PRDM14 の一次構造の模式図 
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図 2-17: PRDM14 の TET1/TET2 の相互作用領域の同定 
N 末端、PR ドメイン及び C 末端側の 2 つの ZnF ドメインを欠損した PRDM14 を発現誘導で
きる ES 細胞に Dox を添加し、2 日後に核抽出液を回収した。FLAG 抗体を用いて PRDM14
の複合体を回収した後、TET1 抗体または TET2 抗体を用いてウエスタンブロッティングを
行った (上段)。免疫沈降における TET1 及び TET2 の回収効率を定量化した (下段)。 
 
 
  ES 細胞において、PRDM14 の発現誘導による DNA の脱メチル化が誘導され
る生殖細胞特異的遺伝子である Piwil2 及び Slc25a31 の転写開始部位には
PRDM14 が結合することが明らかとなっている (図 2-18) (ma et al., 2011)。 
77 
 
 
図 2-18: PRDM14 の Piwil2及び Slc25a31の転写開始部位への結合 
ES細胞における内在性 PRDM14の結合領域をChIP-seqにより解析した結果を用い Piwil2及
び Sic25a31 の転写開始部位付近の PRDM14 の結合を示した (Ma et al., 2011)。 
 
 
そこで、PRDM14 を発現誘導することで Piwil2 及び Slc25a31 の転写開始部位
付近で DNA の脱メチル化が起こる際、PRDM14、TET1 及び TET2 の結合がどの
様に変化するのか ChIP により解析した。その結果、PRDM14 を発現誘導するこ
とで PRDM14 の Piwil2 及び Slc25a31 の転写開始部位付近への結合の上昇が観察
された。TET1 及び TET2 に関しては、PRDM14 を発現誘導する前から Piwil2 及
び Sic25a31 の転写開始部位付近への結合が観察されたが、PRDM14 を発現誘導
することでより結合が上昇した (図 2-19)。以上の結果より、PRDM14 は標的領
域において TET1 及び TET2 の結合を誘導し、5mC から 5hmC への変換を促進す
ることで DNA の脱メチル化を行っている可能性が示唆された。 
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図 2-19: PRDM14 発現誘導による標的領域への TET1/TET2 の結合促進 
Dox を添加してから 2 日後、誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞において FLAG 抗体、TET1 抗体及
び TET2 抗体を用いて ChIP を行った。*P<0.05、**P<0.01 
 
 
 これまでは外来的に発現させた PRDM14 と TET1/TET2 の相互作用を解析して
いた。では内在性の PRDM14 も TET1/TET2 と相互作用するのか ChIP により解
析を行った。野生型 ES 細胞から核抽出液を回収し、PRDM14 抗体を用いて内在
性 PRDM14 の複合体を回収した後、TET1 または TET2 抗体を用いてウエスタン
ブロッティングを行った。その結果、TET1 及び TET2 のバンドが確認された。
一方、TET1 または TET2 抗体を用いてそれぞれの複合体を回収し、PRDM14 と
抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った場合でもバンドが確認された 
(図 2-20)。以上の結果より、内在性 PRDM14 も TET1/TET2 と相互作用している
可能性が示唆された。 
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図 2-20 内在性 PRDM14 と TET1/TET2 の相互作用 
野生型 ES 細胞から核抽出液を回収し、PRDM14 抗体を用いて PRDM14 の複合体を回収した
後、TET1 抗体または TET2 抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った (上段)。TET1
抗体または TET2 抗体を用いてそれぞれの複合体を回収した後 PRDM14 抗体を用いてウエ
スタンブロッティングを行った (下段)。 
 
 
 内在性 PRDM14 も TET1/TET2 と相互作用していることが示唆されたので、内
在性 PRDM14 も TET1/TET2 の標的遺伝子への結合を制御しているのか、Prdm14
欠損 ES 細胞を用いて TET1/TET2 の Piwil2 及び Slc25a31 の転写開始部位付近へ
の結合を ChIP により解析した。その結果、Prdm14 欠損 ES 細胞では野生型の ES
細胞に比べ、TET1/TET2 の Piwil2 及び Slc25a31 の転写開始部位付近への結合が
減少していた (図 2-21)。以上の結果より、内在性の PRDM14 も TET1/TET2 の標
的領域への結合を促進している可能性が示唆された。 
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図 2-21: PRDM14 欠損による TET1/TET2 の結合への影響 
Prdm14 欠損 ES 細胞 (Prdm14 KO)において、TET1 抗体及び TET2 抗体を用いて ChIP を行っ
た。*P<0.05、**P<0.01 
 
 
TET1/TET2 依存的な PRDM14 の DNA 脱メチル化 
 これまでの解析により、PRDM14 と TET1/TET2 の相互作用が観察されたこと
から、TET1/TET2 が PRDM14 による DNA の脱メチル化に関わっている可能性
が示唆された。そこで Tet1/Tet2 をノックダウンすることで PRDM14 による DNA
の脱メチル化にどのような影響があるのか解析するために、Tet1/Tet2 ノックダウ
ン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を作製した (図 2-22)。 
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図 2-22: Tet1/Tet2のノックダウン効率 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞にレンチウイルスを介して shRNA 発現ベクターを導入した。
Puromycin 及び Blasticidin でセレクションした後、RNA 及びタンパクを回収し、Tet1/Tet2 の
ノックダウン効率を qRT-PCR 及びウエスタンブロッティングにより解析した。 
 
  Tet1 及び Tet2 ともにノックダウンされているのが確認できたので、この細胞
を用いて解析を行った。まず、Tet1/Tet2 をノックダウンしたことによる PRDM14
の発現制御への影響を検証するため、コントロールであるスクランブル誘導性
Prdm14 発現 ES 細胞及び Tet1/Tet2 ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に
PRDM14 を発現誘導したときの遺伝子の包括的な変化をマイクロアレイにより
解析した。スクランブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞において PRDM14 を発現誘
導することで 305個の遺伝子の発現上昇 (1.5倍)が観察された、発現減少 (1.5倍)
した遺伝子は 337 個あった。この遺伝子群に関し、PRDM14 を発現誘導した
Tet1/Tet2 ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞における発現変化を解析した
ところ、初期標識遺伝子である Dppa3、Tcfap2c の発現上昇が観察された (図 2-
23)  (Kurimoto et al., 2008b)。この結果より PRDM14 による Dppa3、Tcfap2c の発
現誘導は TET1/TET2 非依存的である可能性が示唆された。一方、生殖腺到達後
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の始原生殖細胞においてTET1/TET2依存的にDNAの脱メチル化を受けるSycp1、
Mael、Tdrd12、Sycp3、Hormad1 は PRDM14 による発現誘導が観察されなかった  
(図 2-23) (Yamaguchi et al., 2012)。興味深いことに、PRDM14 により発現抑制され
た遺伝子に関しても、約 90%が Tet1/Tet2 をノックダウンすることで PRDM14 に
よる抑制が観察されなくなった (図 2-23)。 
 
図 2-23: PRDM14 の Tet1/Tet2依存的な発現制御 
コントロールであるスクランブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞及び Tet1/Tet2 ノックダウン誘
導性 Prdm14 発現 ES 細胞に PRDM14 を発現誘導したときの遺伝子の包括的な変化をマイク
ロアレイにより解析した結果を散布図で示す。赤い点は両細胞において、PRDM14 を発現さ
せることで発現が 1.5 倍変化した遺伝子を示す。黒い点はスクランブル誘導性 Prdm14 発現
ES 細胞のみで、PRDM14 を発現させることで発現が 1.5 倍変化した遺伝子を示す。 
83 
 
 この TET1/TET2 依存的な PRDM14 の発現制御が本当に観察できるのか qRT-
PCR により確認を行った。その結果、マイクロアレイと同様、Tet1/Tet2 ノックダ
ウン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に PRDM14 を発現誘導すると Dppa3、Tcfap2c の
発現誘導に影響は見られなかったが、Piwil2、Syce1、Slc25a31、Mael、Tdrd12、
Sycp3、Mei1、Spo11、Sycp1、Hormad1 の発現上昇は抑制されていた (図 2-24)。
PRDM14 が発現を抑制することが明らかとなっている Dnmt3b、Dnmt3l、Gja1 に
関しては Tet1/Tet2 をノックダウンしたことによる影響は観察されなかった (図
2-24)。 
 
 
図 2-24: Tet1/Tet2ノックダウンによる PRDM14 の発現制御への影響 
コントロールであるスクランブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞 (scr)及び Tet1/Tet2 ノックダウ
ン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞 (shTet1/2)に Dox を添加してから 4 日後、RNA を回収し、
Piwil2、Syce1、Slc25a31、Mael、Tdrd12、Sycp3、Mei1、Spo11、Sycp1、Hormad、Dppa3、Tcfap2c、
Dnmt3b、Dnmt3l、Gja1 の発現を qRT-PCR により解析した。*P<0.05、**P<0.01 
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 この Tet1/Tet2 をノックダウンすることで PRDM14 による発現誘導が抑制され
た遺伝子に関して、転写開始部位付近のメチル化状態を GlucMS-qPCR により解
析した。その結果、スクランブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞では、PRDM14 を
発現誘導することで Piwil2、Syce1、Slc25a31、Mael、Tdrd12、Mei1、Spo11 の転
写開始部位付近の 5mC の減少が観察されたのに対し、Tet1/Tet2 ノックダウン誘
導性 Prdm14 発現 ES 細胞では Syce1、Slc25a31、Mael、Tdrd12、Mei1、Spo11 の
転写開始部位付近の 5mC の減少が観察されなかった (図 2-25)。Piwil2 に関して
は、PRDM14 を発現させることで DNA の脱メチル化が観察された (図 2-25)。 
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図 2-25: Tet1/Tet2ノックダウンによる PRDM14 の DNA 脱メチル化への影響 
スクランブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞及び Tet1/Tet2 ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES
細胞に Dox を添加してから 2 日おきに DNA を回収し、Piwil2、Syce1、Slc25a31、Mael、
Tdrd12、Mei1、Spo11 の転写開始部位付近の 5mC 及び 5hmC の変化を GlucMS-qPCR により
解析した。*P<0.05、**P<0.01 
 
 
 以上の結果より、PRDM14 は多くの生殖細胞特異的遺伝子領域の DNA 脱メチ
ル化を TET1/TET2 を介して行っている可能性が示唆された。また、Tet1/Tet2 ノ
ックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に PRDM14 を発現誘導させたとき、Piwil2
の発現誘導が抑制されていたのにも関わらず、Piwil2 の遺伝子領域で DNA の脱
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メチル化が観察されたことから、PRDM14 は TET1/TET2 に依存しない別の経路
においても DNA 脱メチル化を行っている可能性が示唆された。 
 
 
PRDM14 による塩基除去修復を介した DNA 脱メチル化の促進 
 これまでの解析から、PRDM14 が TET1/TET2 と相互作用し、能動的脱メチル
化経路を介して DNA の脱メチル化を行っている可能性が示唆された。そこで、
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を用い、PRDM14 を発現させる際、塩基除去修復経
路において重要な役割を果たす PARP1 の阻害剤である 3AB または APE1 の阻害
剤である CRT を添加することで、PRDM14 による DNA 脱メチル化にどのよう
な影響があるのか解析を行った。溶媒コントロールである DMSO を加えた場合
では、Prdm14 の発現誘導に伴い、生殖細胞特異的遺伝子 (Piwil2、Syce1、Slc25a31、
Mael、Tdrd12、Mei1、Spo11)の発現上昇が観察された (図 2-26)。それに対し、3AB
または CRT を投与した場合、Prdm14 の発現は DMSO を投与した場合と同等の
発現量を示したにも関わらず、これら生殖細胞特異的遺伝子の発現上昇はほとん
ど観察されなかった (図 2-26)。 
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第 2 節 PRDM14 による潜在的多能性獲得機構の解明 
図 2-26: 塩基除去修復阻害による PRDM14 の生殖細胞特異的遺伝子発現誘導へ
の影響 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に Dox を加え PRDM14 を発現誘導する際、DMSO または 3AB
または CRT を添加した。4 日後、RNA を回収し、Piwil2、Syce1、Slc25a31、Mael、Tdrd12、
Mei1、Spo11 の発現を qRT-PCR により解析した。**P<0.01 
 
 
 では、この 3AB または CRT を添加した場合に観察された PRDM14 のよる生
殖細胞特異的遺伝子の発現誘導の抑制が DNA の脱メチル化が阻害されたことに
よる影響なのか、続けて検証を行った。誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を用い、
PRDM14 を発現させる際、3AB または CRT を添加することで生殖細胞特異的遺
伝子 (Piwil2、Syce1、Slc25a31、Mael、Prss21、Tdrd12、Mei1、Spo11)転写開始部
位付近のメチル化状態を解析した結果、DMSO を添加した場合では、PRDM14 の
発現誘導に伴い DNA の脱メチル化が観察された (図 2-27)。一方、3AB または
CRT を添加した場合では、PRDM14 によるこれら遺伝子領域の DNA 脱メチル化
が観察されなかった (図 2-27)。 
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図 2-27: 塩基除去修復阻害による PRDM14 の DNA 脱メチル化への影響 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に Dox を加え PRDM14 を発現誘導する際、DMSO または 3AB
または CRT を添加した。4 日後、DNA を回収し、Piwil2、Syce1、Slc25a31、Mael、Tdrd12、
Mei1、Spo11の転写開始部位付近の 5mC及び 5hmCの変化をGlucMS-qPCRにより解析した。
*P<0.05、**P<0.01 
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TDG 依存的な PRDM14 による DNA 脱メチル化 
  能動的脱メチル化経路において、TET及びAIDによって産生された5mU、5fC、
5caC は TDG によりグルコシル化され、塩基除去修復により未修飾の C に変換さ
れる (Guo et al., 2011; Hashimoto et al., 2012)。そこで、TDG が PRDM14 による
DNA 脱メチル化に重要であるのか、Tdg ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES 細
胞を作製した (図 2-28)。 
 
 
図 2-28: Tdgのノックダウン効率 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞にレンチウイルスを介して shRNA 発現ベクターを導入した。
Puromycin でセレクションした後、RNA を回収し、Tdg のノックダウン効率を qRT-PCR によ
り解析した。 
 
 
  Tdg がノックダウンされているのが確認できたので、この細胞に Dox を添加
して 4 日後、生殖細胞特異的遺伝子 (Piwil2、Syce1、Slc25a31、Mael、Tdrd12、
Mei1、Spo11)の発現変化を解析した。その結果、コントロールであるスクラン
ブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞では、Prdm14 の発現誘導に伴い、生殖細胞特
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異的遺伝子の発現上昇が観察された (図 2-29)。一方、Tdg ノックダウン誘導性
Prdm14 発現 ES 細胞では、Syce1 を除く生殖細胞特異的遺伝子の発現上昇が抑
制されていた  (図 2-29)。 
 
 
 
 
 
 
 
図 2-29: Tdgノックダウンによる PRDM14 の発現制御への影響 
スクランブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞 (scr)及び Tdg ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES
細胞 (shTdg)に Dox を添加してから 4 日後、RNA を回収し、Piwil2、Syce1、Slc25a31、Mael、
Tdrd12、Mei1、Spo11 の発現を qRT-PCR により解析した。*P<0.05、**P<0.01 
 
Tdg ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞における生殖細胞特異的遺伝子
の発現変化と DNA のメチル化状態に相関があるのか、生殖細胞特異的遺伝子の
転写開始部位付近のメチル化状態を GlucMS-qPCR により解析した。その結果、
スクランブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞では、PRDM14 を発現誘導することで
Piwil2、Slc25a31、Mael、Tdrd12、Mei1、Spo11 の転写開始部位付近の 5mC の減
少が観察されたのに対し、Tdg ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞ではそ
れら遺伝子の転写開始部位付近の 5mC の減少が観察されなかった (図 2-30)。
Syce1 に関しては、Tdg ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞においても
PRDM14 による DNA 脱メチル化が観察された (図 2-30)。 
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図 2-30: Tdgノックダウンによる PRDM14 の DNA 脱メチル化への影響 
スクランブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞及び Tdg ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞
に Dox を添加してから 2 日おきに DNA を回収し、Piwil2、Syce1、Slc25a31、Mael、Tdrd12、
Mei1、Spo11の転写開始部位付近の 5mC及び 5hmCの変化をGlucMS-qPCRにより解析した。
*P<0.05、**P<0.01 
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 では、PRDM14 による DNA の脱メチル化が促進される際、脱メチル化が観察
される標的領域に APE1 及び TDG が結合しているのか、誘導性 Prdm14 発現 ES
細胞を用い、PRDM14 を発現誘導することで Piwil2 及び Slc25a31 の転写開始部
位付近への APE1 及び TDG の結合がどの様に変化するのか ChIP により解析し
た。その結果、PRDM14 を発現誘導することで APE1 及び TDG の Piwil2 及び
Slc25a31 の転写開始部位付近への一過的な結合の上昇が観察された (図 2-31)。
この APE1 及び TDG の一過的な結合の上昇は PRDM14 を発現誘導したときに観
察される一過的な 5hmC の上昇と相関性があった。一方、PRDM14 を発現誘導し
たときに DNA 脱メチル化が観察されない Vmn2r29 及び Sfi1 遺伝子領域では
APE1 及び TDG の結合は観察されなかった(図 2-31)。 
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図 2-31: PRDM14 発現誘導による標的領域への APE1 及び TDG の結合促進 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に Dox を添加してから 1 日おきの細胞において、APE1 抗体及
び TDG 抗体を用いて ChIP を行った。**P<0.01 
 
 
  以上の結果より、PRDM14 は多くの生殖細胞特異的遺伝子領域の DNA 脱メチ
ル化を TDG 依存的に行っている可能性が示唆された。また、Tdg ノックダウン
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に PRDM14 を発現誘導させたとき、Syce1 の発現誘
導及び転写開始部位付近の DNA 脱メチル化が観察されたことから、PRDM14 は
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TDG に依存しない別の経路においても Syce1 遺伝子領域の DNA 脱メチル化を行
っている可能性が示唆された。 
 
 
PRDM14 による複製非依存的な DNA 脱メチル化 
 これまでの解析から、PRDM14 が TET1/TET2 を介した能動的脱メチル化経路
を促進することで DNA の脱メチル化を行っている可能性が示唆された。では、
PRDM14 が本当にこの複製非依存的な脱メチル化経路を介して DNA の脱メチル
化を行っているのか最後に検証した。誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を用い、
PRDM14 を発現誘導する際、DNA 複製の阻害剤である Aphidicolin を添加するこ
とで生殖細胞特異的遺伝子の転写開始部位付近のメチル化状態の変化を解析し
た。Aphidicolin添加により、細胞増殖が停止していることを確認した後 (図 2-32)、
生殖細胞特異的遺伝子 (Piwil2、Syce1、Slc25a31、Mael、Prss21、Tdrd12、Mei1、
Spo11)の転写開始部位付近のメチル化状態の変化を解析した結果、Aphidicolin 添
加しても PRDM14 を発現誘導することで DNA の脱メチル化が促進されていた 
(図 2-33)。 
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図 2-32: Aphidicolin 添加による細胞増殖への影響 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に Dox を添加すると同時に Aphidicolin も添加し、1.5 日後の
細胞数を計測した。 
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図 2-33: Aphidicolin による PRDM14 の DNA 脱メチル化への影響 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に Dox を加え PRDM14 を発現誘導する際、Aphidicolin を添加
した。1.5 日後、DNA を回収し、Piwil2、Syce1、Slc25a31、Mael、Tdrd12、Mei1、Spo11 の転
写開始部位付近の5mC及び5hmCの変化をGlucMS-qPCRにより解析した。*P<0.05、**P<0.01 
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以上の結果より、DNA 複製を阻害した場合においても、PRDM14 を発現誘導
することで DNA の脱メチル化が観察されたことから、PRDM14 は複製非依存的
な経路を介して DNA の脱メチル化を促進していることが示唆された。 
 
 
考察 
これまでの解析から、PRDM14 には DNA の脱メチル化を誘導する機能がある
ことは明らかとなっていた。しかし、PRDM14 による DNA の脱メチル化機構は
明らかとなっていなかった。 
今回、誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を用いた解析から、PRDM14 による脱メチ
ル化はゲノム全体ではなく、多能性関連遺伝子の転写開始部位付近、生殖細胞特
異的遺伝子の転写開始部位付近及びゲノム刷り込み遺伝子のDMR領域といった
特定の領域で起こっていることが明らかとなった。また、能動的脱メチル化経路
に関わるTet1/Tet2及びTdgのノックダウン、塩基除去修復の阻害により、PRDM14
による DNA 脱メチル化の促進が起こらなくなったことから、PRDM14 が TET-
BERを介した能動的脱メチル化経路を介してDNAの脱メチル化を促進している
ことも明らかとなった。実際、DNA 複製が阻害された場合でも、PRDM14 によ
る DNA 脱メチル化が観察されたことから、PRDM14 がこの複製非依存的な経路
を介して脱メチル化していると言える。さらに、PRDM14 を誘導した誘導性
Prdm14 発現 ES 細胞では Dnmt3b 及び Dnmt3l の発現の減少が観察された。Dnmt3
ファミリーの欠損は複製依存的な DNA 脱メチル化を引き起こす (Chen et al., 
2003)ことから、PRDM14 は複製依存的な脱メチル化と協調して複製非依存的な
脱メチル化を促進している可能性が示唆される (図 2-34)。 
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図 2-34: PRDM14 による DNA 脱メチル化機構 
 
 
 能動的脱メチル化経路によるDNAの脱メチル化はTETファミリーによる 5mC
の 5hmC への酸化が引き金となり誘導される。5hmC はその後、TET ファミリー
によりさらに酸化され 5fC/5caC へと変換される場合 (He et al., 2011; Ito et al., 
2011)と、AID により脱アミノ化され 5hmU に変換される場合 (Guo et al., 2011)に
分かれる。5fC/5caC 及び 5hmU は TDG により塩基が除去され (Cortellino et al., 
2011; Guo et al., 2011; Shen et al., 2013; Song et al., 2013)、最終的に塩基除去修復に
より未修飾の C に変換される (Hackett et al., 2012b)。近年、Tdg 欠損 ES 細胞の解
析から、Tdg の欠損は 5fC/5caC 蓄積を引き起こすことが明らかとなっている 
(Shen et al., 2013)。このことから、塩基除去修復を介した能動的脱メチル化経路
において、5fC/5caC が主要な中間体であると言える。今回、Tdg ノックダウン誘
導性 Prdm14 発現 ES 細胞において、PRDM14 を発現誘導すると、5mC の減少と
ともに 5hmC の上昇が観察された (図 2-35)。 
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図 2-35: PRDM14 発現誘導による Tdgノックダウン誘導性 Prdm14発現 ES 細胞
における 5mC 及び 5hmC の存在量変化 
スクランブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞及び Tdg ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞
に Dox を添加してから 4 日後の Piwil2、Syce1、Slc25a31、Mael、Igf2r、Prss21、Tdrd12、Mei1、
Spo11 の遺伝子領域の 5mC 及び 5hmC の変化を GlucMS-qPCR により解析した結果をまとめ
た。縦軸は Dox 非添加時の 5mC 及び 5hmC 量を 1 とした時の相対値を示す。♦は平均を示
す。*P<0.05、**P<0.01 
 
しかし、今回行った GlucMS-qPCR では 5fC/5caC も 5hmC に含まれてしまい、
5hmC、5fC、5caC を区別することができない。5mC の 5hmC、5fC、5caC への変
換はすべて TET ファミリーにより触媒されているにも関わらず、マウス ES 細胞
において 5fC、5caC の存在量は 5hmC に比べ低いことから、TET ファミリーによ
る 5hmC から 5fC/5caC への触媒反応が厳密に制御されている (He et al., 2011; Ito 
100 
 
et al., 2011)。今回の解析により、PRDM14 が TET1/TET2 と相互作用しているこ
とが明らかとなった。また本研究室の解析から、Prdm14 欠損 ES 細胞を用いて
GlucMS-qPCR を行った結果、生殖細胞特異的遺伝子領域において 5mC の減少及
び 5hmC の上昇が観察された。このことから、PRDM14 は TET1/TET2 の活性を
制御しており、TET1/TET2 による 5hmC から 5fC/5caC への触媒工程に関わって
いる可能性が示唆される。今後、5hmC、5fC、5caC を識別できる解析方法を用い
ることで、PRDM14 が TET1/TET2 を介した能動的脱メチル化経路のどの段階を
制御しているのか、その詳細を明らかにできるのではないかと考えられる。 
 
 今回、Tet1/Tet2 をノックダウンしたことによる PRDM14 の発現制御への影
響を検証するため、スクランブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞及び Tet1/Tet2 ノッ
クダウン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に PRDM14 を発現誘導したときの遺伝子の
包括的な変化をマイクロアレイにより解析した結果、PRDM14 による転写活性だ
けでなく転写抑制も阻害されていたことから、PRDM14 による発現制御は
TET1/TET2 に依存していることが明らかとなった。興味深いことに、PRDM14 は
初期の始原生殖細胞標識遺伝子である Dppa3 及び Tcfap2c の発現は TET1/TET2
非依存的に制御していたが (Kurimoto et al., 2008a)、後期の始原生殖細胞標識遺
伝子である Sycp1、Sycp3、Mael、Hormad1 の発現は TET1/TET2 依存的に能動的
DNA 脱メチル化を介して制御していた。この結果は、Tet1 欠損マウス及び
Tet1/Tet2 二重欠損マウスの表現型と一致しており、それらのマウスでは Dppa3、
Tcfap2 などの初期の始原生殖細胞標識遺伝子の発現活性が関わる始原生殖細胞
の形成及び初期分化に異常は観察されないが、Tet1 欠損雌マウスでは生殖腺到達
後に起こる減数分裂への移行に障害が生じる (Dawlaty et al., 2013; Yamaguchi et 
al., 2012)。実際、Tet1 の欠損は DNA の脱メチル化が起こらず、Sycp1、Sycp3、
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Mael、Hormad1 を含む減数分裂初期遺伝子の発現上昇が観察されない。このこと
から、PRDM14 による領域特異的な TET-BER を介した能動的脱メチル化が生殖
腺到達後に起こる減数分裂への移行に重要である可能性が考えられる。また、
TET1/TET2 は能動的 DNA 脱メチル化を介して PRDM14 による転写活性に寄与
しているだけでなく転写抑制にも関わっていることが明らかとなった。TET1 は
ヒストン H3K27 をメチル化するポリコーム抑制複合体 2 (PRC2)及びヒストン脱
アセチル化酵素を含む転写抑制複合体のサブユニットである SIN3A と相互作用
し、転写制御因子として機能することが明らかとなっている  (Williams et al., 
2011; Wu et al., 2011)。一方、PRDM14 も PRC2 と相互作用することが報告されて
いることから (Yamaji et al., 2013)、PRDM14 は TET1/TET2 及び PRC2 と複合体
を形成することで転写抑制因子として機能するのではないかと考えられる。 
 
ES 細胞は 2i + LIF 存在下で培養するとより未分化性の高い基底状態になり、
2i + LIF 培養条件下で長期培養するとゲノムワイドな DNA 脱メチル化が観察さ
れ、内部細胞塊に近い状態となる (Mark et al., 2012)。血清 + LIF 培養条件下にお
いて、Prdm14 の発現は ES 細胞の未分化性維持に重要であり、Prdm14 を欠損し
た ES 細胞は未分化性を維持することができない。一方、2i + LIF 培養条件下で
は Prdm14 欠損 ES 細胞は未分化性を維持することができる (Grabole et al., 2013; 
Yamaji et al., 2013)。しかし、Prdm14 欠損 ES 細胞は 2i + LIF 培養条件下で培養し
ているのにも関わらず、多能性関連遺伝子である Tcl1 及び生殖細胞特異的遺伝
子領域において DNA の高メチル化状態が観察される (Yamaji et al., 2013)。この
細胞ではDnmt3a/Dnmt3b/Dnmt3lの発現が上昇していることから、Prdm14欠損 ES
細胞では PRDM14 によるDnmt3a/Dnmt3b/Dnmt3l の発現抑制が解除されることで
Tcl1 及び生殖細胞特異的遺伝子領域のメチル化が上昇していると考えられる。今
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回、血清  + LIF 存在下で培養した ES 細胞に PRDM14 を発現されると
Dnmt3b/Dnmt3l の発現は抑制されていたのに対し、Dnmt3a の発現抑制は観察さ
れなかった。このことから、2i + LIF 条件下においてのみ、PRDM14 が Dnmt3a を
抑制する機構が存在することを示している。一方、Tet1/Tet2 二重ノックダウン ES
細胞は血清 + LIF 培養条件下でも未分化性を維持することができる (Dawlaty et 
al., 2013)。しかし、Tet1 のノックダウンは遺伝子領域の 5mC の上昇に伴う多能性
関連遺伝子の発現減少を引き起こす (Ficz et al., 2011; Ito et al., 2010)。また、血清 
+ LIF 条件下から 2i + LIF 条件下に移行すると一過的な 5hmC の上昇が観察され
る (Ficz et al., 2013)。内部細胞塊で PRDM14 が発現していること、血清 + LIF 条
件下から 2i + LIF 条件下に移行すると Prdm14 の発現が上昇することから、内部
細胞塊及び 2i + LIF 条件下で培養することで起こるゲノムワイドな DNA 脱メチ
ル 化 は 、 PRDM14 が TET-BER を 介 し た 能 動 的 脱 メ チ ル 化 及 び
Dnmt3a/Dnmt3b/Dnmt3l の抑制を介した受動的脱メチル化を促進することで協調
的に行っているのではないかと考えられる。興味深いことに、内部細胞塊及び 2i 
+ LIF 条件下で培養することでゲノムワイドな DNA 脱メチル化が起こる際、ゲ
ノム刷り込み遺伝子領域のメチル化は脱メチル化されず維持されている (Leitch 
et al., 2013)。始原生殖細胞における Prdm14 の発現量は内部細胞塊及び 2i + LIF
条件下で培養した ES 細胞における Prdm14 の発現量に比べ高いことが明らかと
なっている (Yamaji et al., 2008)。今回、ES 細胞に始原生殖細胞と同等の Prdm14
を発現させることで、ゲノム刷り込み遺伝子領域の脱メチル化が観察された。こ
のことは、ゲノム刷り込み遺伝子領域の脱メチル化には始原生殖細胞における
Prdm14 と同等の高い発現量が必要である可能性が考えられる。今後、PRDM14
の発現量の違いがゲノム刷り込み遺伝子領域の脱メチル化に重要であるのか、さ
らなる解析が必要である。 
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第 2 節 PRDM14 による多能性維持機構の解明 
 ES 細胞は早期胚発生において胚盤胞の内側に形成される内部細胞塊に由来す
る最も代表的な多能性幹細胞であり、多くの細胞に分化できる多能性と分裂増殖
を経てもそれを維持できる自己複製能を有している (Evans and Kaufman, 1981; 
Martin, 1981; Brook and Gardner, 1997; Batlle-Morera et al., 2008)。マウスの ES 細胞
の未分化性はサイトカインである LIF による多能性関連遺伝子の発現ネットワ
ークの維持により保たれている。LIF はサイトカイン受容体である gp130 受容体
シグナルを介し、Jak-Stat3 及び PI(3)K-Akt 経路を活性化することで多能性関連遺
伝子の発現を維持している (Niwa et al., 1998; Matsuda et al., 1999; Niwa et al., 2009)。
Oct3/4、Sox2、Klfs (Klf2、Klf4、Klf5)及び Nanog は多能性関連遺伝子の発現ネッ
トワークの上流で機能し、自己及び下流遺伝子の発現を制御している (Mitsui et 
al., 2003; Boyer et al., 2005; Chen et al., 2008; Jiang et al., 2008) (図 3-1)。それら多能
性関連遺伝子の発現減少は ES 細胞の分化を誘導する (Mitsui et al., 2003; Niwa et 
al., 2005; Ivanova et al., 2006; Jiang et al., 2008)。また、Klf2、Nanog などの一部の多
能性関連遺伝子は、ES 細胞に高発現させることで LIF 非依存的に未分化性を維
持することができる (Niwa et al., 2000; Li et al., 2005; Ema et al., 2008; Parisi et al., 
2008; Hall et al., 2009; Niwa et al., 2009)。 
104 
 
 
図 3-1: LIF シグナルによる多能性関連遺伝子の発現維持ネットワーク 
 
 
ES 細胞を LIF 非存在下で培養すると、多能性関連遺伝子の発現制御領域の抑
制修飾が上昇し、発現が減少する (Burdon et al., 2002; Christophersen and Helin, 
2010; Margueron and Reinberg, 2011)。DNA のメチル化は抑制修飾の 1 つであり、
ES 細胞の自己複製、分化時において多能性関連遺伝子の発現制御に関わってい
る (Ficz et al., 2011; Kinney et al., 2011)。未分化状態の ES 細胞において、5mC と
5hmC/5fC/5caC のバランスは、能動的 DNA 脱メチル化経路の働きにより
5hmC/5fC/5caC に傾いており、多能性関連遺伝子の発現制御領域は低メチル化状
態になっている (Ito et al., 2010; Shen et al., 2013)。ヒドロキシメチル化酵素であ
る Tet1/Tet2 は ES 細胞において高発現しており、Tet1/Tet2 の発現減少は Nanog、
Tcl1 及び Esrrb といった多能性関連遺伝子のプロモーター領域の 5mC の上昇を
引き起こす (Ficz et al., 2011)。 
Prdm14 は発現量が低いものの、ES 細胞において発現していることが明らかと
なっている (Ma et al., 2011; Yamaji et al., 2013; Grabole et al., 2013)。Prdm14 の発現
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は血清 + LIF 存在下において、mES 細胞の未分化性維持に重要であり、Prdm14
の欠損は Sox2 などの多能性関連遺伝子の発現減少による多能性関連遺伝子の発
現ネットワークの崩壊を引き起こし、ES 細胞の分化を誘発する (Ma et al., 2011; 
Yamaji et al., 2013; Grabole et al., 2013)。これまでの解析から、PRDM14 は
TET1/TET2 と相互作用し、能動的脱メチル化を促進することで DNA 脱メチル化
を行うことが明らかとなった (Okashita et al., 2014)。しかし、ES 細胞の未分化性
維持における PRDM14 による TET1/TET2 を介した能動的 DNA 脱メチル化の役
割は明らかとなっていなかった。 
そこで、Prdm14 発現 ES 細胞株を用い、ES 細胞の多能性及び自己複製に関わ
る PRDM14 の機能及び PRDM14 による TET1/TET2 を介した能動的 DNA 脱メチ
ル化の役割を解析した。 
 
 
PRDM14 による LIF 非依存的な ES 細胞の性質維持 
 ES 細胞に生殖細胞における発現量と同等の Prdm14 を発現させることで、
PRDM14 は TET1/TET2-BER を介した能動的脱メチル化を促進することで DNA
の脱メチル化を行うことが明らかとなった (Okashita et al., 2014)。そこで、ES 細
胞の多能性及び自己複製に関わる PRDM14 の機能及び PRDM14 による
TET1/TET2-BER を介した能動的脱メチル化の役割を明らかにするため、生殖細
胞における発現量と同等の Prdm14 を恒常的に発現する ES 細胞を樹立した (図
3-2)。 
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図 3-2: PRDM14 高発現 ES 細胞の樹立 
ES 細胞に Prdm14 発現ベクターを導入した。Puromycin でセレクションした後、形成された
コロニーから RNA 及びタンパクを回収し、PRDM14 の発現を qRT-PCR (左)及びウエスタン
ブロッティング (右)により解析した。 
 
 
 PRDM14 を高発現させることで、ES 細胞が LIF 非存在下でも未分化性を維持
できるのか解析を行った。PRDM14 高発現 ES 細胞を LIF 非存在下で 6 日間培養
した後、AP 染色を行った結果、PRDM14 高発現 ES 細胞は赤く染まり AP 活性を
示した (図 3-3)。 
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図 3-3: PRDM14 による LIF 非依存的な未分化状態維持 
コントロール ES 細胞及び PRDM14 高発現 ES 細胞 (PRDM14-OE)を LIF非添加の ES 細胞用
培地で 6 日間培養した後、AP 染色を行った写真。スケールバー: 50 μm 
 
 
  続いて、LIF 非存在下で 6 日間培養した PRDM14 高発現 ES 細胞において ES
細胞の自己複製及び分化に関わる多能性関連遺伝子 (Oct3/4、Nanog、Sox2、Klf2、
Klf4、Klf5、Tbx3)及び分化関連遺伝子 (Fgf5、Gata4、Brachyury)の発現を解析し
た。その結果、Oct3/4、Nanog、Sox2、Klf2、Tbx3 の発現はコントロールに比べ高
く維持されていた (図 3-4)。Klf4 及び Klf5 に関しては LIF シグナルの直接的な標
的遺伝子であることから、LIF 非存在下で培養することで発現が減少したと考え
られた (図 3-4)。一方、分化関連遺伝子の発現は、コントロールでは LIF 非存在
下で培養することで急激な発現の上昇が観察されたのに対し、PRDM14 高発現
ES 細胞を LIF 非存在下で培養した場合では分化関連遺伝子の発現上昇はほとん
ど観察されなかった (図 3-4)。また、PRDM14 による多能性関連遺伝子 (OCT3/4、
NANOG)の発現維持はタンパクレベルでも観察することができた (図 3-5, 6)。 
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図 3-4: PRDM14 による LIF 非依存的な多能性維持 
コントロールES細胞及び PRDM14高発現 ES細胞を LIF非添加のES細胞用培地で培養し、
2 日おきに RNA を回収し、多能性関連遺伝子 (Oct3/4、Nanog、Sox2、Klf2、Klf4、Klf5、Tbx3)
及び分化関連遺伝子 (Fgf5 (原始外胚葉)、Gata4 (内胚葉)、Brachyury (中胚葉))の発現を qRT-
PCR により解析した。*P<0.05、**P<0.01 
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図 3-5: PRDM14 による LIF 非依存的な多能性関連遺伝子の発現維持 
コントロールES細胞及び PRDM14高発現 ES細胞を LIF非添加のES細胞用培地で培養し、
2 日おきにタンパクを回収し、多能性関連遺伝子である OCT3/4、NANOG の発現をウエスタ
ンブロッティングにより解析した。⋆: スプライシング変異体 
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図 3-6: 全細胞における OCT3/4 及び NANOG の発現維持 
コントロール ES 細胞及び PRDM14 高発現 ES 細胞を LIF 非添加の ES 細胞用培地で 6 日間
培養した後、NANOG 抗体及び OCT3/4 抗体を用いて免疫蛍光染色を行った。スケールバー: 
20 μm 
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この PRDM14 による多能性関連遺伝子の発現維持がより分化誘導を促進する
胚様体形成を行うことでも観察できるのか解析した。コントロール ES 細胞及び
PRDM14 高発現 ES 細胞を浮遊培養することで胚様体形成を行った後、OCT3/4
抗体を用いて免疫蛍光染色を行った。その結果、PRDM14 高発現 ES 細胞ではほ
ぼすべての細胞で OCT3/4 の発現が観察された (図 3-7)。また、これらの細胞を
用い、多能性関連遺伝子 (Oct3/4、Sox2、Klf2)及び分化関連遺伝子 (Gata4、
Brachyury、Sox1)の発現を qRT-PCR で解析した結果、PRDM14 を高発現させた細
胞では多能性関連遺伝子の発現が高く維持されており、分化関連遺伝子の発現上
昇は観察されなかった (図 3-8)。以上の結果より、生殖細胞における発現量と同
等の Prdm14 を ES 細胞に発現させることで LIF 非依存的に ES 細胞の未分化性
を維持できる可能性が示唆された。 
 
図 3-7: 胚様体における OCT3/4 の発現維持 
コントロール ES 細胞及び PRDM14 高発現 ES 細胞を用い、胚様体形成を行った。8 日間後、
OCT3/4 抗体を用いて免疫蛍光染色を行った。スケールバー: 50 μm 
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図 3-8: 胚様体形成時における PRDM14 による分化抵抗性 
コントロール ES 細胞及び PRDM14 高発現 ES 細胞を用い、胚様体形成を行った。8 日間後、
RNA を回収し、多能性関連遺伝子 (Oct3/4、Sox2、Klf2)及び分化関連遺伝子 (Gata4、Brachyury、
Sox1 (外胚葉))の発現を qRT-PCR により解析した。縦軸は各細胞を LIF 添加の ES 細胞用培
地で培養したときの発現量に対する相対値を示す。*P<0.05、**P<0.01 
 
 
PRDM14 の発現量による多能性維持機能への影響 
 内在性 Prdm14の発現量に対して 2倍及び 5倍量の Prdm14を発現させた ES 細
胞は LIF 非存在下において分化することが明らかとなっている (Ma et al., 2011)。
続いて、この PRDM14 による LIF 非依存的な ES 細胞の未分化性維持が PRDM14
の発現量依存的なのか解析するため、PRDM14 低発現 ES 細胞 (2 倍及び 6 倍)を
作製した (図 3-9)。 
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図 3-9: PRDM14 低発現 ES 細胞の樹立 
ES 細胞に Prdm14 発現ベクターを導入した。Puromycin でセレクションした後、形成された
コロニーから RNA 及びタンパクを回収し、PRDM14 の発現を qRT-PCR (上段)及びウエスタ
ンブロッティング (下段)により解析した。 
 
 
 樹立した PRDM14 低発現 ES 細胞 (2 倍、6 倍)及び生殖細胞における発現量と
同等の Prdm14 を発現する PRDM14 高発現 ES 細胞 (38 倍)を LIF 非存在下で 6
日間培養し、AP 染色を行った。その結果、PRDM14 低発現 ES 細胞 (2 倍、6 倍)
では AP 活性を示さない分化した細胞が観察されたのに対し、PRDM14 高発現 ES
細胞 (38 倍)では AP 活性を示す未分化な細胞が観察された (図 3-10)。 
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図 3-10: PRDM14 の発現量による未分化状態維持機能の相違 
コントロール ES 細胞、PRDM14 低発現 ES 細胞 (PRDM14-LE) (2 倍、6 倍)及び PRDM14 高
発現 ES 細胞 (38 倍)を LIF 非添加の ES 細胞用培地で 6 日間培養した後、AP 染色を行った
写真。スケールバー: 50 μm 
 
 
 続いて、LIF 非存在下で 6 日間培養した PRDM14 低発現 ES 細胞 (2 倍、6 倍)
及びPRDM14高発現ES細胞 (38倍)において多能性関連遺伝子 (Oct3/4、Nanog、
Sox2、Klf2、Tbx3)及び分化関連遺伝子 (Fgf5、Gata4、Gata6、Brachyury、Nestin、
Cdx2)の発現に違いがあるのか解析を行った。その結果、多能性関連遺伝子の発
現は PRDM14 低発現 ES 細胞 (2 倍、6 倍)に比べ PRDM14 高発現 ES 細胞 (38 倍)
において高く維持されており (図 3-11)、分化関連遺伝子 (Fgf5、Brachyury、Nestin、
Cdx2)の発現に関しても、PRDM14 低発現 ES 細胞 (2 倍、6 倍)に比べ PRDM14 高
発現 ES 細胞 (38 倍)では発現の上昇が抑制されていた (図 3-12)。内胚葉標識遺
伝子である Gata4、Gata6 の発現は PRDM14 低発現 ES 細胞 (2 倍、6 倍)、PRDM14
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高発現 ES 細胞 (38 倍)共に発現上昇は観察されなかった (図 3-12)。以上の結果
より、PRDM14 の高い発現が LIF 非依存的な ES 細胞の未分化性維持に重要であ
る可能性が示唆された。 
 
図 3-11: PRDM14 の発現量による多能性関連遺伝子発現維持の相違 
コントロール ES 細胞、PRDM14 低発現 ES 細胞 (2 倍、6 倍)及び PRDM14 高発現 ES 細胞 
(38 倍)を LIF 非添加の ES 細胞用培地で 6 日培養した後、RNA を回収し、多能性関連遺伝子 
(Oct3/4、Nanog、Sox2、Klf2、Tbx3)の発現を qRT-PCR により解析した。縦軸は各細胞を LIF
添加の ES 細胞用培地で培養したときの発現量に対する相対値を示す。*P<0.05、**P<0.01 
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図 3-12: PRDM14 の発現量による分化関連遺伝子発現抑制の相違 
コントロール ES 細胞、PRDM14 低発現 ES 細胞 (2 倍、6 倍)及び PRDM14 高発現 ES 細胞 
(38 倍)を LIF 非添加の ES 細胞用培地で 6 日培養した後、RNA を回収し、分化関連遺伝子 
(Fgf5、Gata4、Gata6、Brachyury、Nestin (神経外胚葉)、Cdx2 (栄養外胚葉))の発現を qRT-PCR
により解析した。縦軸は各細胞を LIF 添加の ES 細胞用培地で培養したときの発現量に対す
る相対値を示す。*P<0.05、**P<0.01 
 
 
PRDM14 による長期的な ES 細胞の多能性・未分化性維持 
 この PRDM14 による LIF 非依存的な ES 細胞の多能性及び自己複製能の維持
が長期間維持できるのか、PRDM14 高発現 ES 細胞を LIF 非存在下で 30 日間培
養し、AP 染色を行った。その結果、LIF 非存在下で長期間培養したにも関わらず
PRDM14 高発現 ES 細胞は AP 活性を保持していた (図 3-13)。 
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図 3-13: PRDM14 による長期的な未分化状態維持 
PRDM14 高発現 ES 細胞 (PRDM14-OE)を LIF 添加及び非添加の ES 細胞用培地で 30 日間培
養した後、AP 染色を行った写真。スケールバー: 50 μm 
 
 
 続いて、LIF 非存在下で 30 日間培養した RDM14 高発現 ES 細胞における多能
性関連遺伝子の発現を qRT-PCR、ウエスタンブロッティング及び免疫蛍光染色、
分化関連遺伝子の発現を qRT-PCR により解析した。その結果、多能性関連遺伝
子の発現は RNA 及びタンパクレベルでも LIF 存在下で培養したときと同程度の
発現量が維持されていた (図 3-14-16)。一方、分化関連遺伝子の発現は LIF 非存
在下で 30日間培養した RDM14高発現 ES 細胞において上昇が観察されたが顕著
なものではなかった (図 3-14)。 
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図 3-14: PRDM14 による長期的な ES 細胞の多能性維持 
コントロール ES 細胞、PRDM14 高発現 ES 細胞 (PRDM14-OE)を LIF 添加及び非添加の ES
細胞用培地で 30 日間培養した後、RNA を回収し、多能性関連遺伝子 (Oct3/4、Nanog、Sox2、
Klf2、Klf4、Klf5、Tbx3、Esrrb、Zfp42)及び分化関連遺伝子 (Fgf5、Brachyury、Gata4、Cdx2)
の発現を qRT-PCR により解析した。**P<0.01 
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図 3-15: PRDM14 による長期的な OCT3/4、NANOG 及び KLF2 の発現維持 
コントロール ES 細胞、PRDM14 高発現 ES 細胞 (PRDM14-OE)を LIF 添加及び非添加の ES
細胞用培地で 30 日間培養した後、タンパクを回収し、多能性関連遺伝子 (OCT3/4、NANOG、
KLF2)の発現をウエスタンブロッティングにより解析した。⋆: スプライシング変異体 
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図 3-16: 全細胞における長期的な OCT3/4 及び NANOG の発現維持 
PRDM14 高発現 ES 細胞 (PRDM14-OE)を LIF 添加及び非添加の ES 細胞用培地で 30 日間培
養した後、NANOG 抗体及び OCT3/4 抗体を用いて免疫蛍光染色を行った。スケールバー: 20 
μm 
 
 
 LIF 非存在下で 30 日間培養した PRDM14 高発現 ES 細胞が多能性を有してい
るのか、この細胞をヌードマウスに移植し、形成されたテラトーマの形態を観察
した。三胚葉に由来する組織の形成が観察されるのか解析した結果、三胚葉すべ
てに由来する組織が観察されたことから、LIF 非存在下で 30 日間培養した
PRDM14 高発現 ES 細胞は多能性を有している可能性が示唆された (図 3-17)。 
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図 3-17: PRDM14 による長期的な ES 細胞の多分化能維持 
LIF 非添加の ES 細胞用培地で長期培養した PRDM14 高発現 ES 細胞をヌードマウスの腹側
部に移植し、形成されたテラトーマの切片を HE 染色した。スケールバー: 100 μm 
 
 
PRDM14 による多能性維持における TET-BER を介した能動的 DNA 脱メチル化
経路の役割 
 続いて、PRDM14 による ES 細胞の多能性維持において TET1/TET2 を介した
能動的 DNA 脱メチル化がどの様な役割を果たすのか解析を行った。Tet1/Tet2 ノ
ックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に Dox を添加して Prdm14 の発現を誘導
し、2 日後に LIF 非存在下の ES 細胞培養条件下に移した。6 日培養を行った後、
この細胞が未分化性を維持しているのか AP 染色を行ったところ、Tet1/Tet2 ノッ
クダウンした細胞は ES 細胞に似た形態を示したが AP 活性は非常に弱いもので
あった (図 3-18)。では、PRDM14を誘導した Tet1/Tet2ノックダウン誘導性 Prdm14
発現 ES 細胞が LIF 非存在下でどの程度の期間培養できるのか培養を継続した。
その結果、24 日後に継代培養が行えなくなった (図 3-19)。 
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図 3-18: PRDM14 による未分化性維持に関わる TET1/TET2 
PRDM14 を誘導していない及び誘導したスクランブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞及び
Tet1/Tet2 ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を LIF 非添加の ES 細胞用培地で 6 日間培
養した後、AP 染色を行った写真。スケールバー: 50 μm 
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図 3-19: PRDM14 による未分化性維持に関わる TET1/TET2 
PRDM14 を誘導していない及び誘導したスクランブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞及び
Tet1/Tet2 ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を LIF 非添加の ES 細胞用培地で培養し
た。3 日おきに継代を行い、細胞数の計測を行った (左)。30 日後の PRDM14 を誘導したス
クランブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞及び 18 日後の PRDM14 を誘導した Tet1/Tet2 ノック
ダウン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞の写真 (右)。スケールバー: 50 μm 
 
 
 Tet1/Tet2 をノックダウンしたことで PRDM14 の多能性関連遺伝子及び分化関
連遺伝子の発現制御にどの様な影響があるのか、PRDM14 を誘導した Tet1/Tet2 ノ
ックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を LIF 非存在下で培養したときの多能性
関連遺伝子 (Nanog、Sox2、Klf2、Tcl1)及び分化関連遺伝子 (Fgf5、Gata4、Brachyury)
の発現変化を qRT-PCR により解析した。その結果、PRDM14 を誘導した Tet1/Tet2
ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞では PRDM14 を誘導したスクランブル
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に比べ、多能性関連遺伝子の発現が減少していた (図
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3-20)。一方、分化関連遺伝子の発現は PRDM14 を誘導した Tet1/Tet2 ノックダウ
ン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞においても PRDM14 を誘導したスクランブル誘導
性 Prdm14 発現 ES 細胞と同様の発現抑制が観察された (図 3-20)。また、このと
きの PRDM14 が結合することが明らかとなっている Nanog 及び Tcl1 の転写開始
部位付近及び Klf2 の 2 か所のエンハンサー領域 (Ma et al., 2011)のメチル化状態
の変化を GlucMS-qPCR により解析した。その結果、PRDM14 を誘導したスクラ
ンブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞では、それらの領域において 5mC の上昇は観
察されなかったのに対し、PRDM14 を誘導した Tet1/Tet2 ノックダウン誘導性
Prdm14 発現 ES 細胞では 5mC の上昇が観察された (図 3-21)。以上の結果より、
PRDM14 は TET1/TET2 と協調し、多能性関連遺伝子の発現制御領域における
5mC の上昇を抑制することで多能性関連遺伝子の発現を維持しており、Tet1/Tet2
をノックダウンした ES 細胞では PRDM14 が多能性関連遺伝子の発現を維持で
きなくなり、分化していまうことが示唆された。 
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図 3-20: PRDM14 による多能性関連遺伝子及び分化関連遺伝子発現制御におけ
る TET1/TET2 の役割 
PRDM14 を誘導していない及び誘導したスクランブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞及び
Tet1/Tet2 ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を LIF 非添加の ES 細胞用培地で培養し、
2 日おきに RNA を回収し、Prdm14、多能性関連遺伝子 (Nanog、Sox2、Klf2、Tcl1)及び分化
関連遺伝子 (Fgf5、Gata4、Brachyury)の発現を qRT-PCR により解析した。*P<0.05、**P<0.01 
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図 3-21: TET1/TET2 ノックダウンによる多能性関連遺伝子発現制御領域のメチ
ル化状態の変化 
PRDM14 を誘導していない及び誘導したスクランブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞及び
Tet1/Tet2 ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を LIF 非添加の ES 細胞用培地で培養し
た。6 日後、DNA を回収し、PRDM14 が結合する Nanog 及び Tcl1 の転写開始部位付近及び
Klf2 の 2 か所のエンハンサー領域 (上段)のメチル化状態の変化を GlucMS-qPCR により解析
した (下段)。**P<0.01 
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 では、Tet1/Tet2 をノックダウンしたことによる PRDM14 の多能性維持に対す
る影響が Tet1/Tet2 を介した能動的脱メチル化経路によるものなのか解析を行っ
た。PRDM14 を誘導した誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を LIF 非存在下の ES 細胞
培養条件下に移す際、塩基除去修復の阻害剤である 3AB または CRT を加えた。
6 日後、AP 染色を行ったところ、3AB または CRT を添加した細胞では AP 活性
が非常に弱い細胞が観察された (図 3-22)。 
 
 
 
 
 
図 3-22: PRDM14 による未分化性維持に関わる能動的 DNA 脱メチル化経路 
PRDM14 を誘導した誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を LIF 非添加の ES 細胞用培地に移す際、
DMSO、3AB 及び CRT を添加した。6 日間培養した後、AP 染色を行った写真。スケールバ
ー: 50 μm 
 
 
 続いて、多能性関連遺伝子 (Nanog、Sox2、Klf2、Tcl1、Esrrb)及び分化関連遺伝
子 (Fgf5、Gata4、Brachyury)の発現を解析したところ、3AB または CRT を加えた
場合では、多能性関連遺伝子の発現減少が観察された (図 3-23)。一方、分化関連
遺伝子の発現は、3AB または CRT を加えた場合でも抑制されていた (図 3-24)。
また、Nanog 及び Tcl1 の転写開始部位付近のメチル化状態を解析した結果、3AB
または CRT を加えた場合では 5mC が上昇しており、Tet1/Tet2 をノックダウンし
た場合と同様の結果が得られた (図 3-25)。以上の結果より、TET1/TET2-BER を
介した能動的 DNA 脱メチル化経路は PRDM14 による ES 細胞の多能性維持に重
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要であり、PRDM14 による多能性関連遺伝子の発現維持に関わっていることが示
唆された。 
 
 
図 3-23: PRDM14 による多能性関連遺伝子発現維持における能動的 DNA 脱メチ
ル化経路の役割 
PRDM14 を誘導していない及び誘導した誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を LIF 非添加の ES 細
胞用培地に移す際、DMSO、3AB 及び CRT を添加した。6 日後、RNA を回収し、Prdm14、
多能性関連遺伝子 (Nanog、Sox2、Klf2、Tcl1)の発現を qRT-PCR により解析した。*P<0.05、
**P<0.01 
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図 3-24: PRDM14 による分化関連遺伝子発現抑制における能動的 DNA 脱メチル
化経路の役割 
PRDM14 を誘導していない及び誘導した誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を LIF 非添加の ES 細
胞用培地に移す際、DMSO、3AB 及び CRT を添加した。6 日後、RNA を回収し、分化関連
遺伝子 (Fgf5、Gata4、Brachyury)の発現を qRT-PCR により解析した。*P<0.05、**P<0.01 
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図 3-25: 塩基除去修復阻害によるによる多能性関連遺伝子発現制御領域のメチ
ル化状態の変化 
PRDM14 を誘導していない及び誘導した誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を LIF 非添加の ES 細
胞用培地に移す際、DMSO、3AB 及び CRT を添加した。6 日後、DNA を回収し、Nanog 及
びTcl1の転写開始部位付近のメチル化状態の変化をGlucMS-qPCRにより解析した。**P<0.01 
 
 
PRDM14 による多能性維持に関わる機能領域 
 最後に、PRDM14 による多能性維持に重要な機能領域を明らかにするため、
Dox を添加により N 末端を欠損した PRDM14 (ΔN)、PR ドメインを欠損した
PRDM14 (ΔPR) (図 2-16)を発現誘導できる ES 細胞を樹立した (図 3-26)。 
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図 3-26: Doxycyclin 依存的な PRDM14 変異体の発現誘導 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に Dox を添加してから 2 日後、RNA とタンパクを回収し、
PRDM14 の発現を qRT-PCR (左)及びウエスタンブロッティング (右)により解析した。 
 
Dox を添加して各 Prdm14 の発現を誘導し、2 日後に LIF 非存在下の ES 細胞培
養条件下に移した。、6 日培養を行った後、これら細胞が未分化性を維持している
のか AP 染色を行った結果、PRDM14 (ΔN)及び PRDM14 (ΔPR)を発現させた ES
細胞では AP 活性を示さない分化した細胞が観察された (図 3-27)。 
 
 
 
 
 
図 3-27: PRDM14 による未分化性維持に関わる機能領域 
PRDM14 (野生型、ΔN、ΔPR)を誘導した誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を LIF 非添加の ES 細
胞用培地で 6 日間培養した後、AP 染色を行った写真。スケールバー: 50 μm 
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 続いて、多能性関連遺伝子 (Nanog、Sox2、Klf2、Tcl1)及び分化関連遺伝子 (Fgf5、
Gata4、Brachyury)の発現を解析したところ、PRDM14 (ΔN)及び PRDM14 (ΔPR)
を発現させた ES 細胞では、多能性関連遺伝子の発現維持及び分化関連遺伝子の
発現抑制が観察されなかった (図 3-28, 29)。以上の結果より、PRDM14 による多
能性維持に、PRDM14 の N 末端及び PR ドメインが重要である可能性が示唆され
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3-28: PRDM14 による多能性関連遺伝子の発現維持に関わる機能領域 
PRDM14 (野生型、ΔN、ΔPR)を誘導した誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を LIF 非添加の ES 細
胞用培地で 6 日間培養した後、RNA を回収し、多能性関連遺伝子 (Nanog、Sox2、Klf2、Tcl1)
の発現を qRT-PCR により解析した。*P<0.05、**P<0.01 
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図 3-29: PRDM14 による分化関連遺伝子の発現抑制に関わる機能領域 
PRDM14 (野生型、ΔN、ΔPR)を誘導した誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を LIF 非添加の ES 細
胞用培地で 6 日間培養した後、RNA を回収し、分化関連遺伝子 (Fgf5、Gata4、Brachyury)の
発現を qRT-PCR により解析した。*P<0.05、**P<0.01 
 
 
考察 
 mES 細胞の多能性及び自己複製能に必須である LIF シグナルは始原生殖細胞
の発生には不必要であるにも関わらず、始原生殖細胞では Nanog、Klf2、Tcl1 と
いった多能性関連遺伝子の発現が誘導され、その発現は高く維持されている 
(Yabuta et al., 2006; Saitou et al., 2009)。しかし、始原生殖細胞における LIF 非依存
的な多能性関連遺伝子の発現制御機構は不明であった。始原生殖細胞では始原生
殖細胞特異的に発現する Prdm14 の発現上昇に引き続き、Nanog、Klf2、Tcl1 のど
の発現誘導が観察される (Yabuta et al., 2006; Kurimoto et al., 2008)。今回、始原生
殖細胞と同等の Prdm14 を ES 細胞に発現させることで、PRDM14 が LIF 非依存
的に ES 細胞の多能性及び自己複製を維持していることが明らかとなった。また、
PRDM14による多能性関連遺伝子の発現維持に TET1/TET2-BER を介した能動的
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DNA 脱メチル化経路が重要な役割を果たしていることも明らかとなった (図 3-
30)。 
 
図 3-30: PRDM14 による ES 細胞の多能性及び自己複製維持機構 
 
 
 また、この PRDM14 による LIF 非依存的な ES 細胞の未分化性維持には
PRDM14 の発現量が重要であることが明らかとなった。これまでの報告におい
て、内在性 Prdm14 の発現量に対して外来性 Prdm14 を 2 倍及び 5 倍量発現させ
た ES 細胞では、胚体外内胚葉への分化は抑制されるものの、PRDM14 による LIF
非依存的な ES 細胞の未分化性維持は観察されなかった (Ma et al., 2011)。しかし、
始原生殖細胞と同等の PRDM14 (38 倍)を発現させることで、PRDM14 は多能性
関連遺伝子の発現維持及び内胚葉標識遺伝子の発現抑制だけでなく、中胚葉標識
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遺伝子及び外胚葉標識遺伝子の発現抑制も観察された。これまでの解析により、
ES 細胞に PRDM14 を高発現させることで、PRDM14 は生殖細胞特異的遺伝子領
域などの内在性 PRDM14 が結合していない領域への結合できるようになってい
た (Ma et al., 2011; Okashita et al., 2014)。PRDM14 の発現量による ES 細胞の未分
化性維持の差異は、PRDM14 を高発現することで、多くの多能性関連遺伝子及び
分化関連遺伝子の制御領域に PRDM14 が結合できるようになり、発現制御でき
るようになった可能性が示唆される。 
 
 今回の解析により、PRDM14 は LIF 非存在下において、能動的 DNA 脱メチル
化経路を介して Nanog、Klf2、Tcl1 の発現制御領域の DNA 脱メチル化を促進す
ることで、これら多能性関連遺伝子の発現を維持している可能性が示唆された。
Tet1/Tet2 の発現減少は、ES 細胞において多能性関連遺伝子のプロモーター領域
の 5mC の上昇に伴う発現減少を引き起こす (Ficz et al., 2011)。さらに、Tdg をノ
ックダウンした ES 細胞では、多能性関連遺伝子のプロモーター領域において
5fC/5caC の上昇が観察される (Shen et al., 2013; Song et al., 2013)。このことから、
ES 細胞では能動的 DNA 脱メチル化経路により、多能性関連遺伝子の制御領域の
低メチル化状態が維持されていると言える。血清 + LIF 存在下で培養した ES 細
胞では PRDM14の発現は不均一であり、PRDM14の発現が低い細胞では PRDM14
の発現が高い細胞に比べ、Nanog、Klf2、Tcl1、Esrrb の発現が低いことが報告さ
れている (Yamaji et al., 2013)。また、発現量に相関して、Tcl1 の発現制御領域の
DNA メチル化率は PRDM14 の発現が高い細胞では約 3.6%と低いのに対し、
PRDM14 の発現が低い細胞では約 66.7%と高いメチル化率を示す (Yamaji et al., 
2013)。PRDM14 の発現が低い細胞から PRDM14 の発現が高い細胞へ移行する際、
Tcl1 の発現制御領域では急速な DNA 脱メチル化が起こることから、内在性
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PRDM14 も能動的 DNA 脱メチル化を促進しており、ES 細胞における多能性関
連遺伝子の発現制御領域の低メチル化状態の維持に寄与している可能性が示唆
される。 
 
 今回、Tet1/Tet2 のノックダウン及び塩基除去修復阻害剤により能動的 DNA 脱
メチル化が阻害された状況下において、PRDM14 を発現させた ES 細胞を LIF 存
在下で培養しても分化関連遺伝子の発現上昇は観察されなかった。この結果より、
PRDM14 が TET1/TET2-BER を介した能動的 DNA 脱メチル化経路非依存的に分
化関連遺伝子の発現を制御している可能性が示唆された。Tet1/Tet2 のノックダウ
ンと対照的に、PRDM14 の N 末端を欠損させることで多能性関連遺伝子の発現
維持及び分化関連遺伝子の発現抑制が観察されなくなった。これまでの解析から、
PRDM14 は ES 細胞において N 末端領域を介して TET1/TET2 と相互作用してい
ることが明らかとなった (Okashita et al., 2014)。また、PRDM14 は PRC2 複合体
と相互作用し、ES 細胞の分化に関わる FGF レセプターの発現を抑制することが
報告されている (Yamaji et al., 2013)。以上の結果より、PRDM14 は N 末端を介て
TET1/TET2 だけでなく PRC2 複合体とも相互作用しており、多能性関連遺伝子及
び分化関連遺伝子の発現を制御している可能性が示唆される。 
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第 3 節 PRDM14 による潜在的多能性獲得機構の解明 
PRDM14 は PRDI-BF1 and RIZ homology domain-containing ファミリーに属する
因子であり、転写制御因子として機能する (Kinameri et al., 2008)。PRDM14 はヒ
ストンのメチル化に関わる PR ドメインと DNA 結合に関わるジンクフェンガー 
(ZnF)ドメインを有している (図 4-1)。 
 
図 4-1: PRDM14 の一次構造 
 
 
PRDM14 はこの ZnF ドメインを介して標的遺伝子領域に結合し、直接転写を
制御している。mES 細胞及び hES 細胞を用いた ChIP-seq の解析から、PRDM14
の共通塩基配列である 5’-GGTCTCTAA-3’が明らかとなり、この配列の約 30%が
遺伝子の転写開始部位より 10 kb 以内に存在している (Ma et al, 2011: Yamaji et al., 
2013: Chia et al., 2010)。PRDM14のヒストンメチル化活性は確認されていないが、
PRDM14 は PRC2 複合体と相互作用し、標的遺伝子に PRC2 複合体を誘導するこ
とで転写の抑制を行う (Yamaji et al., 2013: Chan et al., 2013)。一方、PRDM14 は転
写活性化能も有しており、アルギニメチル化酵素である PRMT4/CARM1 と相互
作用し、標的遺伝子の転写を活性化させる (Burton et al., 2013)。また、これまで
の解析から、PRDM14 は TET1/TET2 と相互作用し、5hmC を介した能動的脱メ
チル化を介して結合領域の DNA 脱メチル化を促進することで転写制御を行うこ
とも明らかとなっている (Okashita et al., 2014)。このように、PRDM14 は複合体
依存的に転写抑制因子、転写活性化因子として機能する。 
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PRDM14 の発現はマウスの発生過程において、2 細胞期、多能性関連遺伝子で
ある Nanog、Sox2 の発現が陽性である内部細胞塊及び始原生殖細胞で特異的に観
察される (Yamaji et al., 2008; Burton et al., 2013; Kurimoto et al., 2006)。また、in vitro
においては ES 細胞でその発現が観察される (Ma et al., 2011; Yamaji et al., 2013; 
Grabole et al 2013)。PRDM14 の発現量は初期胚及び ES 細胞では約 100 コピー程
度と低いのに対し、始原生殖細胞では初期胚及び ES 細胞の発現量に比べ高いこ
とが明らかとなっている (Yamaji et al., 2008)。 
  マウスの始原生殖細胞は胎生 6.25 日頃、胚胎外外胚葉からのシグナルを受け
エピブラストの最も近位部後方寄りに出現する (Lawson et al., 1999; Ohinata et al., 
2009; Saitou, 2009)。BMP4 及び WNT3 シグナルは中胚葉標識遺伝子である
Brachyury の活性を介して、Prdm14 の発現を誘導する (Aramaki et al., 2013)。そ
の後、始原生殖細胞は移動を開始し、後腸・腸間膜を経て生殖巣に到達する 
(Anderson et al., 2000)。この移動期の始原生殖細胞において、始原生殖細胞の特異
化に重要な 3つのイベント: 体細胞化プログラムの抑制、潜在的多能性の再獲得、
エピゲノム再編成が起こる (Saitou et al., 2002; Matsui et al., 1992; Yabuta et al., 
2006; Seki et al., 2005; Seki et al., 2007)。Prdm14 欠損マウスの始原生殖細胞では潜
在的多能性の再獲得、エピゲノム再編成が起こらないことが明らかとなっている 
(Yamaji et al., 2008)。 
 近年、in vitro において ES 細胞及び iPS 細胞を始原生殖細胞様細胞 (PGCLC)に
誘導できる系が確立された (Hayashi et al., 2011)。この系では、ES 細胞を Activin、
bFGF 存在下で培養することでエピブラスト様細胞 (EpiLC)に分化させた後、LIF
及び BMP4 存在下で浮遊培養することで PGCLC に分化誘導できる。この系を用
いた解析から、生殖細胞形成に必須の因子である Blimp1、Prdm14 及び Tcfap2c の
3 因子を EpiLC に発現させることでも PGCLC に分化誘導できることが明らかと
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なった (Nakaki et al., 2013)。さらに、3 因子を EpiLC に発現させた場合に比べる
と効率は低いものの、Prdm14 を単独で EpiLC に発現させることでも PGCLC に
分化誘導できることも明らかとなった  (Nakaki et al., 2013)。このことから、
PRDM14 は始原生殖細胞の特異化において、最も上流の因子として機能する可能
性が示唆される。しかし、PRM14 がどの様な分子機構で始原生殖細胞の特異化
に重要な潜在的多能性の再獲得、エピゲノム再編成を制御しているのかは明らか
となっていない。 
 そこで、ES 細胞から EpiLC への分化誘導系を用い、EpiLC に PRDM14 を発現
させることで PRDM14 による潜在的多能性の再獲得機構を解明できるのではな
いかと考え解析を行った。 
 
 
PRDM14 による EpiLC の多能性獲得誘導 
 PRDM14 による多能性獲得機構を明らかにするため、誘導性 Prdm14 発現 ES
細胞を用い解析を行った。この細胞を Activin、bFGF 存在下で 2 日間培養するこ
とで EpILC に分化させた後、EpiLC に始原生殖細胞と同等の Prdm14 を発現誘導
しすることで (図 4-2)、これらの細胞が多能性を獲得したのか AP 染色により検
証を行った。その結果、ES 細胞は AP 活性を有しており、AP 染色により赤く染
まったが、ES 細胞を EpiLC に分化させることで AP 活性は消失し、EpiLC は AP
染色しても赤く染まらなかった (図 4-3)。一方、EpiLC に PRDM14 を発現させた
細胞では、AP 染色により赤く染まった(図 4-3)。ES 細胞のような多能性幹細胞は
AP 染色により赤く染まり、分化した体細胞は赤く染まらないことから、PRDM14
を発現させた EpiLC は多能性幹細胞としての性質を再度獲得した可能性が示唆
された。 
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図 4-2: EpiLC における PRDM14 の発現誘導 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞 (ESCs)を EpiLC に分化させた後 (EpiLC d2)、PRDM14 を発現誘
導していない EpiLC (EpuLC d4)及び PRDM14 を発現誘導した EpiLC (EpuLCd4 + PRDM14)か
ら RNA を回収し、PRDM14 の発現を qRT-PCR により解析した。また、始原生殖細胞 (PGCs)
での Prdm14 の発現量も同様に解析した。 
 
 
 
図 4-3: PRDM14 による EpiLC の多能性獲得 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を EpiLC に分化させた後、EpiLC に PRDM14 を発現誘導し、AP
染色を行った写真。スケールバー: 50 μm 
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 続いて、誘導性Prdm14発現ES細胞をEpiLCに分化させた後、EpiLCにPRDM14
を発現誘導したときの、多能性関連関連遺伝子 (Oct3/4、Nanog、Sox2、Klf2、Tcl1、
Esrrb、Nr5a2)及び分化関連遺伝子 (Dnmt3b、Gata6、Ihh、Wnt3、Fgf5、Fgf8、Fgf10、
Cer1)の発現変化を解析した。その結果、誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を EpiLC に
分化させることで Nanog、Sox2、Klf2、Tcl1、Esrrb、Nr5a2 の発現減少及び Dnmt3b、
Gata6、Ihh、Wnt3、Fgf5、Fgf8、Fgf10、Cer1 の発現上昇が観察された (図 4-4, 5)。
一方、EpiLC に PRDM14 を発現させることで Nanog、Sox2、Klf2、Tcl1、Esrrb、
Nr5a2 の発現上昇及び Dnmt3b、Gata6、Ihh、Wnt3、Fgf5、Fgf8、Fgf10、Cer1 の
発現減少が観察された (図 4-4, 5)。Oct3/4 の発現は一定であった (図 4-4)。以上
の結果より、PRDM14 は多能性関連遺伝子の発現誘導及び分化関連遺伝子の発現
抑制することで EpiLC に多能性を獲得させた可能性が示唆された。 
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図 4-4: PRDM14 による多能性関連遺伝子の発現誘導 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を EpiLC に分化させた後、PRDM14 を発現誘導した EpiLC から
RNA を回収し、多能性関連遺伝子 (Oct3/4、Nanog、Sox2、Klf2、Tcl1、Esrrb、Nr5a2)の発現
変化を qRT-PCR により解析した。**P<0.01 
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図 4-5: PRDM14 による分化関連遺伝子の発現抑制 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を EpiLC に分化させた後、PRDM14 を発現誘導した EpiLC から
RNA を回収し、分化関連遺伝子 (Dnmt3b、Gata6、Ihh、Wnt3、Fgf5、Fgf8、Fgf10、Cer1)の
発現変化を qRT-PCR により解析した。*P<0.05、**P<0.01 
 
 これまでの報告から、多能性幹細胞だけでなく始原生殖細胞も AP 染色により
赤く染まることが明らかとなっている (Ginsburg et al., 1990)。Prdm14 を発現させ
た EpiLC が始原生殖細胞に誘導された可能性はないのか、誘導性 Prdm14 発現 ES
細胞を EpiLC に分化させた後、EpiLC に Prdm14 を発現誘導したときの、生殖細
胞特異的遺伝子 (Nanos3、Dazl、Rhox6、Dnd1、Dppa3)の発現変化を解析した。
その結果、生殖細胞特異的遺伝子の発現は上昇していたものの、その発現は ES
細胞での発現量と同程度であった (図 4-6)。始原生殖細胞での生殖細胞特異的遺
伝子の発現は ES 細胞での発現量の数十倍であることから (図 2-6)、Prdm14 を発
現させた EpiLC が始原生殖細胞に誘導された可能性は低いと考えられた。 
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図 4-6: PRDM14 による分化関連遺伝子の発現抑制 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を EpiLC に分化させた後、PRDM14 を発現誘導した EpiLC から
RNA を回収し、生殖細胞特異的遺伝子 (Nanos3、Dazl、Rhox6、Dnd1、Dppa3)の発現変化を
qRT-PCR により解析した。**P<0.01 
 
 
 では、PRDM14 を発現誘導した EpiLC が ES 細胞に脱分化したのか、この細胞 
(1 × 104個)を再度 ES 細胞培養条件下に移し、3 日間培養した後、AP 染色により
検証を行った。その結果、PRDM14 を発現誘導していない EpiLC では AP 活性陰
性の分化した細胞が多く観察されたのに対し、PRDM14 を発現誘導した EpiLC で
は AP 活性陽性の ES 細胞様のコロニーが多く観察された (図 4-7)。この AP 陽性
なコロニーは、ES 細胞 (1 × 104個)を 3 日間培養した後、AP 染色したときの AP
陽性細胞コロニー数とほぼ同程度観察された (図 4-7)。 
 
145 
 
 
図 4-7: PRDM14 による EpiLC の ES 細胞への脱分化誘導 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を EpiLC に分化させた後、PRDM14 を発現誘導した EpiLC (1 × 
104個)を ES 細胞細胞培養条件下で 3 日間培養した後、AP 染色を行った写真 (左)。AP 陽性
コロニーの個数を測定したグラフ (右)。スケールバー: 1 mm 
 
 
 以上の結果より、PRDM14 を EpiLC に発現させることで、多能性関連遺伝子
の発現が上昇し、ES 細胞への脱分化が誘導された可能性が考えられた。また、
興味深いことに、PRDM14 を誘導した EpiLC を ES 細胞培養条件化に移す際、
PRDM14 の発現誘導を停止した場合、PRDM14 を誘導していない EpiLC を ES 細
胞培養条件化に移す際、PRDM14 の発現を誘導した場合でも AP 陽性な ES 細胞
様のコロニーが観察された (図 4-8)。 
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図 4-8: PRDM14 の発現誘導時期の差による多能性獲得への影響 
PRDM14 の発現誘導及び発現誘導停止時期の模式図 (上段)。誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を
EpiLC に分化させた後、PRDM14 を発現誘導していない EpiLC (1 × 104個) を ES 細胞細胞培
養条件下で 3 日間培養した (a)、PRDM14 を発現誘導した EpiLC (1 × 104個) を ES 細胞細胞
培養条件下で 3 日間培養した (b)、PRDM14 を発現誘導した EpiLC (1 × 104個) を PRDM14
の発現誘導を停止させ ES 細胞細胞培養条件下で 3 日間培養した(c)、PRDM14 を発現誘導し
ていない EpiLC (1 × 104個) を PRDM14 の発現を誘導し ES 細胞細胞培養条件下で 3 日間培
養した (d)後、AP 染色を行った写真 (下段)。スケールバー: 100 μm 
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 以上の結果から、PRDM14 により発現が誘導された多能性関連遺伝子によって
構築された多能性維持ネットワークは PRDM14 の発現誘導を停止しても維持す
ることが可能であると考えられた。また、より分化の進行した EpiLC に PRDM14
を発現誘導した場合でも、ES 細胞への脱分化を誘導できる可能性が示唆された。
続けて、PRDM14 による多能性関連遺伝子の発現誘導により構築された多能性維
持ネットワークが LIF 非存在下でも維持できるのか、PRDM14 を発現誘導した
EpiLC を LIF 非存在下で長期間培養し、多能性関連遺伝子 (Oct3/4、Nanog、Sox2、
Klf2、Klf4、Tcl1、Esrrb)の発現を解析した。その結果、LIF 存在下で培養した
PRDM14 発現誘導 EpiLC においてこれら多能性関連遺伝子の発現が維持されて
いたのと同様、LIF 非存在下で培養した PRDM14 発現誘導 EpiLC でも Oct3/4、
Nanog、Sox2、Klf2、Tcl1、Esrrb の発現が維持されていた (図 4-9)。Klf4 に関して
は、LIF 非存在下で培養したことで発現の減少が観察された (図 4-9)。Klf4 は LIF
シグナル制御下にあるため、LIF 非存在下で培養することで発現が減少したと考
えられた。 
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図 4-9: PRDM14 による LIF 非依存的な多能性関連遺伝子の発現制御 
PRDM14を発現誘導したEpiLCをLIF存在下のES細胞培養条件下で3日間培養した (EpiLCs 
+ PRDM14 (+ LIF))。その後、LIF 非存在下の ES 細胞培養条件下で長期培養 (30 日間)した細
胞 (EpiLCs + PRDM14 (- LIF))から RNA を回収し多能性関連遺伝子 (Oct3/4、Nanog、Sox2、
Klf2、Klf4、Tcl1、Esrrb)の発現変化を qRT-PCR により解析した。*P<0.05 
 
 最後に、LIF 非存在下の ES 細胞培養条件下で長期培養した PRDM14 発現誘導
EpiLC が三胚葉 (外胚葉、中胚葉、内胚葉)すべてに分化する能力を有しているの
か、この細胞をヌードマウスに移植し、形成されたテラトーマの形態から三胚葉
に由来する組織の形成が観察されるのか解析を行った。その結果、三胚葉すべて
に由来する組織が観察されたことから、LIF 非存在下の ES 細胞培養条件下で長
期培養した PRDM14 発現誘導 EpiLC は三胚葉すべてに分化できる多分化能を有
している可能性が示唆された (図 4-10)。 
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図 4-10: PRDM14 による EpiLC の多分化能獲得 
LIF 非存在下の ES 細胞培養条件下で長期培養した PRDM14 発現誘導 EpiLC をヌードマウス
の腹側部に移植し、形成されたテラトーマの切片を HE 染色した。スケールバー: 100 μm 
 
 
 以上の結果より、ES 細胞を EpiLC に分化させることで多能性関連遺伝子の発
現減少及び分化関連遺伝子の発現上昇により多能性は消失するが、EpiLC に
PRDM14 を発現させることで多能性関連遺伝子の発現上昇及び分化関連遺伝子
の発現減少が誘導され、再度 ES 細胞へ脱分化できる可能性が示唆された。 
 
 
EpiLC における PRDM14 によるゲノムワイドな遺伝子制御解析 
 PRDM14 を発現誘導した EpiLC では多能性関連遺伝子の発現誘導及び分化関
連遺伝子の発現減少が観察された。続いて、EpiLC に PRDM14 を発現させるこ
とでどのような遺伝子の発現に変化があるのか、網羅的な解析をするためマイク
ロアレイを行った。その結果、PRDM14 を EpiLC に発現させることで、687 個の
遺伝子の発現上昇及び 480 個の遺伝子の発現減少が観察された (図 4-11)。 
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図 4-11: PRDM14 によるゲノムワイドな遺伝子発現変化 
EpiLC 及び PRDM14 を発現誘導した EpiLC においてマイクロアレイ解析を行った。横軸は
EpiLC での発現量、縦軸は PRDM14 を発現誘導した EpiLC での発現量を示している。赤い
点は EpiLC での発現量に比べ PRDM14 を発現誘導した EpiLC で発現が 1.5 倍以上変動した
遺伝子を示す。 
 
 
この発現変化の観察された遺伝子には qRT-PCR (図 4-3, 4)により解析した多能
性関連遺伝子及び分化関連遺伝子が多く含まれていた。では、PRDM14 を EpiLC
に発現誘導することで発現が変化する遺伝子の特徴を明らかにするため遺伝子
オントロジー解析を行った。その結果、PRDM14 を発現誘導することで発現上昇
する遺伝子には幹細胞の維持や細胞分化を制御する遺伝子が多く含まれている
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ことが明らかとなった (図 4-12)。一方、PRDM14 を発現誘導することで発現減
少する遺伝子には胚発生に関わる遺伝子や転写制御に関わる遺伝子が多く含ま
れていることが明らかとなった (図 4-13)。 
 
 
 
 
 
 
 
図 4-12: PRDM14 により発現が上昇した遺伝子発現の性質 
EpiLC 及び PRDM14 を発現誘導した EpiLC においてマイクロアレイ解析を行った結果をも
とに発現が 1.5 倍以上上昇した遺伝子の特徴を遺伝子オントロジーにより解析した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4-13: PRDM14 により発現が減少した遺伝子発現の性質 
EpiLC 及び PRDM14 を発現誘導した EpiLC においてマイクロアレイ解析を行った結果をも
とに発現が 1.5 倍以上減少した遺伝子の特徴を遺伝子オントロジーにより解析した。 
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  マイクロアレイ解析からも PRDM14 を EpiLC に発現誘導することで多能性
関連遺伝子の発現が上昇していること及び分化関連遺伝子の発現が減少してい
ることが明らかとなった。では、PRDM14 を発現誘導した EpiLC が ES 細胞の性
質を獲得したのか、マイクロアレイにより得られた発現パターンをもとに類似し
ている細胞のグループ化するため階層型クラスタリングを行った。その結果、
PRDM14 発現誘導 EpiLC は EpiLC に比べ ES 細胞に近い位置にクラスターを形
成していた (図 4-14)。 
 
 
図 4-14: ES 細胞、EpiLC、PRDM14 発現誘導 EpiLC の階層型クラスタリング 
ES 細胞、EpiLC 及び PRDM14 を発現誘導した EpiLC においてマイクロアレイ解析を行った
結果をもとに類似している細胞のグループ化を階層型クラスタリングより解析した。 
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以上の結果から、PRDM14 を EpiLC に発現させることで、PRDM14 は多能性の
維持に関わる遺伝子の発現誘導及び胚発生 (分化)に関わる遺伝子の発現抑制を
介して EpiLC に ES 細胞の性質を獲得させている可能性が示唆された。 
 
 
PRDM14 による多能性獲得における KLF2 の機能 
 KLF2 は Krüppel-likefactor (KLF)ファミリーに属する因子で、発生過程で重要
な役割を果たしている。KLF2 は iPS 細胞の樹立の際、KLF4 など他の KLF ファ
ミリーの中で最も高い初期化効率を示すことが明らかとなっている (Nakagawa 
et al., 2008; Feng et al., 2009)。また、KLF2 は PRDM14 と協調的に EpiSC の ES 細
胞への脱分化を促進することも報告されている (Gillich et al., 2012)。そこで、ま
ず KLF2 が PRDM14 による多能性獲得に重要な役割を果たしているのか明らか
にするため、PRDM14 と KLF2 が相互作用しているのか免疫沈降により解析し
た。PRDM14 誘導性発現 ES 細胞を用い、PRDM14 の発現を誘導して 2 日後、細
胞から核抽出液を回収した。FLAG 抗体を用いて PRDM14 の複合体を回収し、
KLF2抗体を用いて回収した PRDM14の複合体にKLF2が含まれているのかウエ
スタンブロッティングにより解析した結果、バンドが確認された (図 4-15)。以上
の結果より、ES 細胞において PRDM14 と KLF2 は相互作用している可能性が示
唆された。 
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図 4-15: ES 細胞における PRDM14 と KLF2 の相互作用 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞に Dox を添加してから 2 日後に核抽出液を回収した。FLAG 抗
体を用いて PRDM14 の複合体を回収した後、KLF2 抗体を用いてウエスタンブロッティング
を行った。 
 
 
 続いて、原核生物における生体防御機構を応用した CRISPR/Cas9 システムを
用い、Klf2 欠損誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞の作製を行った。まず、Klf2 の第 2
エキソン内にある標的配列が欠損しているのか配列確認を行った。その結果、第
2 エキソン内において 19 個の塩基が欠損していることが確認された (図 4-16)。 
 
 
図 4-16: CRISPR/Cas9 システムを用いた Klf2の標的配列切断 
CRISPR/Cas9 システムを用い、誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞において、Klf2 の第 2 エキソン
内の標的配列の切断を行った。この細胞から DNA を回収し、目的の配列が欠損しているの
かシーケンスにより配列確認を行った。上の配列が CRISPR/Cas9 システムにより Klf2 欠損
を行った DNA 配列、下の配列が野生型の Klf2 の DNA 配列を示す。 
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 19 塩基の欠損か確認されたことから、フレームシフトが起こり、正常な KLF2
が発現しなくなる可能性が示唆された。そこで、この細胞における KLF2 のタン
パクレベルでの発現をウエスタンブロッティングにより解析した。その結果、
KLF2 の発現が観察されなかった (図 4-17)。 
 
  
図 4-17: KLF2 の欠損確認 
Klf2 の第 2 エキソン内の標的配列の切断が確認された誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞からタン
パクを回収し、KLF2 の発現をウエスタンブロッティングにより解析した。 
 
 
Klf2 欠損誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞が樹立できたので、この細胞を EpILC に
分化させた後、PRDM14 を発現させた。Klf2 を欠損させたことで PRDM14 によ
る多能性獲得にどのような影響が出るのか、この細胞を再度 ES 培養条件下で培
養し AP 染色により解析をおこなった。その結果、PRDM14 を発現誘導した野生
型 EpLC では AP 陽性な ES 細胞用のコロニーが数多く観察されたのに対し、
PRDM14 を発現誘導した Klf2 欠損 EpiLC では AP 陽性な ES 細胞用のコロニーが
ほとんど観察されなかった (図 4-18)。以上の結果より、KLF2 は PRDM14 によ
る多能性獲得に重要な役割を果たしている可能性が示唆された。 
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図 4-18: PRDM14 による多能性獲得における KLF2 の機能 
Klf2 欠損誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を EpiLC に分化させた後、PRDM14 を発現誘導した
EpiLC (1 × 104個)を ES 細胞細胞培養条件下で 3 日間培養した後、AP 染色を行った写真 (上
段)。AP 陽性コロニーの個数を測定したグラフ (下段)。スケールバー: 1 mm 
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PRDM14 による多能性獲得における TET-BER を介した能動的 DNA 脱メチル化
経路の役割 
TET1 及び TET2 は ES 細胞において多能性関連遺伝子の発現制御に関わって
いることが明らかとなっている (Ito et al., 2010; Ficzet al., 2011; Koh et al., 2011; Wu 
et al., 2011; Xu et al., 2011)。これまでの解析から、ES 細胞において PRDM14 が
TET1/TET2 と相互作用し、塩基除去修復を介した能動的 DNA 脱メチル化を促進
していることが明らかとなった (Okashita et al., 2014)。そこで、EpiLC において
も PRDM14がTET1/TET2と相互作用するのか共免疫沈降により解析した。EpiLC
に PRDM14 を発現誘導して 2 日後、細胞から核抽出液を回収した。FLAG 抗体
を用いて PRDM14 の複合体を回収し、TET1 または TET2 抗体を用いて回収した
PRDM14 の複合体に TET1 及び TET2 が含まれているのかウエスタンブロッティ
ングにより解析した結果、バンドが確認された。一方、TET1 または TET2 抗体
を用いてそれぞれの複合体を回収し、FLAG 抗体を用いてウエスタンブロッティ
ングを行った場合でもバンドが確認された (図 4-19)。以上の結果より、PRDM14
と TET1/TET2 は EpiLC においても相互作用している可能性が示唆された。 
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図 4-19: EpiLC における PRDM14 と TET1/TET2 の相互作用 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を EpiLC に分化させ、Dox を添加してから 2 日後に核抽出液を
回収した。FLAG 抗体を用いて PRDM14 の複合体を回収した後、TET1 抗体または TET2 抗
体を用いてウエスタンブロッティングを行った (上段)。TET1 抗体または TET2 抗体を用い
てそれぞれの複合体を回収した後、FLAG 抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った 
(下段)。 
 
 
EpiLC においても PRDM14 と TET1/TET2 が相互作用することが明らかとなっ
たことから、TET1/TET2 が PRDM14 による多能性獲得にも関わっているのか解
析を行った。Tet1/Tet2 ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を EpiLC に分化
させた後、PRDM14 を発現させたときの多能性関連遺伝子 (Nanog、Sox2、Klf2、
Tcl1、Esrrb)及び分化関連遺伝子 (Dnmt3b、Fgf5、Gja1、Car4、Dusp6)の発現を解
析した。その結果、コントロールであるスクランブル EpiLC に比べ、誘導した
Prdm14 の発現量は同程度であったにも関わらず、Tet1/Tet2 ノックダウンした
EpiLC では PRDM14 による Nanog、Klf2、Tcl1、Esrrb の発現誘導及び Fgf5、Gja1、
Car4、Dusp6 の発現抑制が弱くなっていた (図 4-20, 21)。Sox2 及び Dnmt3b に関
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しては Tet1/Tet2 ノックダウンした EpiLC においてもスクランブル EpiLC と同程
度の発現誘導及び抑制が観察された (図 4-20, 21)。また、生殖細胞特異的遺伝子 
(初期標識遺伝子) (Nanos3、Dnd1、Dppa3、Tcfap2c、Ifitm3)に関しても発現を解析
した結果、Tet1/Tet2 ノックダウンした EpiLC においてもスクランブル EpiLC と
同程度の発現誘導が観察された (図 4-22)。この結果は、Tet1/Tet2 ノックダウン誘
導性 Prdm14 発現 ES 細胞に PRDM14 を発現させたときと同様の結果となった。
Tet1/Tet2 ノックダウンした EpiLC に PRDM14 を発現させると、スクランブル
EpiLC の PRDM14 を発現させた場合と同程度の発現上昇を示す多能性関連遺伝
子及び発現抑制を示す分化関連遺伝子が観察されたことから、PRDM14 による多
能性関連遺伝子及び分化関連遺伝子の発現制御は TET1/TET2 に完全に依存して
いる訳ではなかった (図 4-23)。また、生殖細胞特異的遺伝子 (初期標識遺伝子)
に関しては TET1/TET2 非依存的に制御している可能性が示唆された (図 4-22, 
23)。 
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図 4-20: PRDM14 による多能性関連遺伝子発現制御における TET1/TET2 の機能 
スクランブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞及び Tet1/Tet2 ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES
細胞を EpiLC に分化させた後、PRDM14 を発現誘導した EpiLC から RNA を回収し、Prdm14
及び多能性関連関連遺伝子 (Nanog、Sox2、Klf2、Tcl1、Esrrb)の発現変化を qRT-PCR により
解析した。*P<0.05、**P<0.01 
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図 4-21: PRDM14 による分化関連遺伝子発現制御における TET1/TET2 の機能 
スクランブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞及び Tet1/Tet2 ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES
細胞を EpiLC に分化させた後、PRDM14 を発現誘導した EpiLC から RNA を回収し、分化関
連遺伝子 (Dnmt3b、Fgf5、Gja1、Car4、Dusp6)の発現変化を qRT-PCR により解析した。*P<0.05、
**P<0.01 
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図 4-22: PRDM14 による生殖細胞特異的遺伝子発現制御における TET1/TET2 の
機能 
スクランブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞及び Tet1/Tet2 ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES
細胞を EpiLC に分化させた後、PRDM14 を発現誘導した EpiLC から RNA を回収し、生殖細
胞特異的遺伝子 (初期標識遺伝子) (Nanos3、Dnd1、Dppa3、Tcfap2c、Ifitm3)の発現変化を qRT-
PCR により解析した。 
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図 4-23: PRDM14 による TET1/TET2 依存的・非依存的な発現制御 
PRDM14 を発現誘導したスクランブル EpiLC 及び PRDM14 を発現誘導した Tet1/Tet2 ノック
ダウン EpiLC から RNA を回収し、多能性関連関連遺伝子 (Nanog、Sox2、Klf2、Tcl1、Esrrb、
Nr5a2、Zfp42、Nr0b1、Gjb3)、分化関連遺伝子 (Dnmt3b、Fgf5、Gja1、Car4、Dusp6、Six2、
Pim2)、生殖細胞特異的遺伝子 (初期標識遺伝子) (Nanos3、Dnd1、Dppa3、Tcfap2c、Ifitm3、
Dazl、Rhox6)の発現変化を qRT-PCR により解析した。*P<0.05、**P<0.01 
 
 
 続いて、この多能性関連遺伝子の発現誘導の抑制が、PRDM14 による多能性の
獲得にも影響するのか、これらの細胞を再度 ES 細胞培養条件下に移し、AP 染色
により検証を行った。その結果、スクランブル EpiLC に比べ、Tet1/Tet2 ノックダ
ウン EpiLC では AP 陽性のコロニーが少なく、その数を測定したところ、スクラ
ンブル EpiLC の約半分程度であった (図 4-24)。 
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図 4-24: PRDM14 による多能性獲得における TET1/TET2 の機能 
スクランブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞及び Tet1/Tet2 ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES
細胞を EpiLC に分化させた後、PRDM14 を発現誘導した EpiLC (1 × 104個)を ES 細胞培養条
件下で 3 日間培養した後、AP 染色を行った写真 (上段)。AP 陽性コロニーの個数を測定した
グラフ (下段)。スケールバー: 1 m m 
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 以上の結果から、TET1 及び TET2 が PRDM14 による多能性獲得に関わってい
る可能性が示唆された。では、TET1/TET2 を介した能動的脱メチル化経路が
PRDM14 による多能性関連遺伝子の発現誘導及び多能性獲得に重要な役割を果
たしているのか、Tet1/Tet2 ノックダウン EpiLC に PRDM14 を発現誘導したとき
に発現誘導が抑制されていた多能性関連遺伝子である Nanog及び Tcl1に着目し、
PRDM14 の ChIP-seq の結果から、内在性の PRDM14 が結合することが明らかと
なっている Nanog の転写開始部位付近及び Tcl1 のエンハンサー領域 (-2 kb)のメ
チル化状態の変化を解析した (図 4-25) (Ma et al., 2011)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4-25: PRDM14 の Nanog及び Tcl1遺伝子領域への結合 
 
その結果、ES 細胞を EpiLC に分化させることで、Nanog 及び Tcl1 の転写開始部
位付近の 5mC の上昇が観察された (図 4-26)。一方、PRDM14 を発現誘導するこ
とでスクランブル EpiLC では 5mC の減少が観察された (図 4-26)。それに対し、
Tet1/Tet2 ノックダウン EpiLC では PRDM14 を発現誘導したのにも関わらず、5mC
の減少は観察されなかった (図 4-26)。 
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図 4-26: Tet1/Tet2ノックダウンによる PRDM14 の多能性関連遺伝子領域の DNA
脱メチル化への影響 
スクランブル誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞及び Tet1/Tet2 ノックダウン誘導性 Prdm14 発現 ES
細胞を EpiLC に分化させた後、PRDM14 を発現誘導した EpiLC から DNA を回収し、Nanog
の転写開始部位付近及び Tcl1 のエンハンサー領域の 5mC の変化を GlucMS-qPCR により解
析した。**P<0.01 
 
 
 以上の結果から、PRDM14 は TET1/TET2 を介した能動的脱メチル化経路によ
り Nanog、Tcl1 の転写開始部位付近の DNA 脱メチル化を促進することで、これ
ら多能性関連遺伝子の発現を誘導している可能性が示唆された。では、TET-BER
を介した能動的 DNA 脱メチル化経路が PRDM14 による多能性関連遺伝子の発
現誘導及び多能性獲得に重要な役割を果たすのか、塩基除去修復の阻害剤である
3AB 及び CRT を用い解析を行った。EpiLC に PRDM14 を発現させる際、3AB ま
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たは CRT を添加することで多能性関連遺伝子 (Nanog、Sox2、Klf2、Tcl1、Esrrb)
の発現変化を解析した結果、EpiLC に PRDM14 を発現させる際、溶媒コントロ
ールである DMSO を添加した場合に比べ、3AB または CRT を添加した場合で
は、Prdm14 の発現量は同程度であったにも関わらず、PRDM14 による Nanog、
Klf2、Tcl1、Esrrb の発現誘導が弱くなっていた (図 4-27)。Sox2 に関しては Tet1/Tet2
ノックダウンした EpiLC においてもスクランブル EpiLC と同程度の発現誘導及
び抑制が観察された (図 4-27)。この結果は Tet1/Tet2 ノックダウン EpiLC に
PRDM14 を発現誘導したときの発現変化と同じであった (図 4-20)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4-27: 塩基除去修復阻害による PRDM14 の多能性関連遺伝子発現誘導への影
響 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を EpiLC に分化させた後、PRDM14 を発現誘導する際、DMSO
または 3AB または CRT を添加した。2 日後、RNA を回収し、多能性関連遺伝子 (Nanog、
Sox2、Klf2、Tcl1、Esrrb)の発現を qRT-PCR により解析した。*P<0.05、**P<0.01 
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最後に、これらの細胞を再度 ES 細胞培養条件下に移し、塩基除去修復阻害の
PRDM14 による多能性の獲得に対する影響を AP 染色により検証を行った。その
結果、DMSO を添加した場合に比べ、3AB 及び CRT を添加した場合では AP 陽
性のコロニーが少なく、その数を測定したところ、スクランブル EpiLC の約半分
程度であった (図 4-28)。 
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図 4-28: PRDM14 による多能性獲得における能動的脱メチル化経路の機能 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を EpiLC に分化させた後、PRDM14 を発現誘導する際、DMSO
または 3AB または CRT を添加した。それら EpiLC (1 × 104個)を ES 細胞細胞培養条件下で
3 日間培養した後、AP 染色を行った写真 (上段)。AP 陽性コロニーの個数を測定したグラフ 
(下段)。スケールバー: 1 m m 
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 以上の結果より、TET-BER を介した能動的 DNA 脱メチル化経路が PRDM14
による多能性関連遺伝子の発現誘導及び多能性獲得に重要な役割を果たす可能
性が示唆された。、今回、Tet1/Tet2 ノックダウン EpiLC に PRDM14 を発現誘導
したときに Sox2 の発現誘導及び Dnmt3b の発現抑制が観察され、3AB または
CRT を添加した場合でも PRDM14 を EpiLC に発現させることで Sox2 の発現が
誘導されていた。このことから、PRDM14 は TET-BER を介した能動的 DNA 脱
メチル化経路を介さない他の機構でそれらの発現を制御している可能性が示唆
された。 
 
 
PRDM14 による能動的 DNA 脱メチル化経路を介した Klf2 の発現制御 
  ES 細胞において、Klf2 は多能性関連遺伝子である OCT3/4 によって直接発現
制御されており、OCT3/4 は Klf2 の 2 か所のエンハンサー領域に結合することが
報告されている (Hall et al., 2009)。また、PRDM14 の ChIP-seq の結果から、内在
性の PRDM14 もこの領域に結合することが明らかとなっている (図 4-29) (Ma et 
al., 2011)。 
 
 
 
 
 
 
 
図 4-29: PRDM14 及び OCT3/4 の Klf2エンハンサー領域への結合 
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これまでの解析から、ES 細胞を EpiLC に分化させると Oct3/4 の発現は変化し
ないのにも関わらず Klf2 の発現が減少していることから、EpiLC では OCT3/4 の
Klf2 のエンハンサー領域への結合が阻害されている可能性が示唆された。一方、
EpiLC に PRDM14 を発現させると Klf2 の発現上昇が観察されたことから、EpiLC
に PRDM14 を発現させることで OCT3/4 が再度エンハンサー領域へ結合できる
ようになったのではないかと考えられた。この仮説を検証するため、ES 細胞を
EpiLC に分化させ、PRDM14 を発現誘導したときの PRDM14 及び OCT3/4 の Klf2
エンハンサー領域への結合変化を解析した。その結果、ES 細胞を EpiLC に分化
させることでOCT3/4の遠位エンハンサー領域 (-8 kb)への結合が減少した (図 4-
30)。また、ES 細胞において、OCT3/4 の近位エンハンサー領域 (-2.5 kb)への結合
は今回の解析では観察することができなかった (図 4-30)。一方、EpiLC に
PRDM14 を発現させることで、PRDM14 及び OCT3/4 の 2 か所の Klf2 エンハン
サー領域への結合上昇が観察された (図 4-30)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4-30: Klf2エンハンサー領域への PRDM14 及び OCT3/4 の結合動態 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を EpiLC に分化させた後、PRDM14 を発現誘導したときの
PRDM14 及び OCT3/4 の結合変化を ChIP により解析した。 
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 EpiLC に PRDM14 を発現させることで、PRDM14 の Klf2 エンハンサー領域へ
の結合上昇が観察された。そこで、PRDM14 がこの領域の DNA 脱メチル化を
行っているのか解析を行った。その結果、遠位エンハンサー領域付近では、ES
細胞を EpiLC に分化させることで 5mC の上昇及び 5hmC の減少が観察された 
(図 4-31)。一方、EpiLC に PRDM14 を発現させることで 5mC の減少が観察され
た (図 4-31)。また、近位エンハンサー領域付近では、ES 細胞を EpiLC に分化
させることで 5hmC の減少が観察された (図 4-31)。一方、EpiLC に PRDM14 を
発現させることで 5mC の減少及び 5hmC の上昇が観察された (図 4-31)。 
 
 
図 4-31: PRDM14 発現誘導による Klf2エンハンサー領域のメチル化状態変化 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を EpiLC に分化させた後、PRDM14 を発現誘導したときの 2 か
所の Klf2 エンハンサー領域付近のメチル化状態の変化を GlucMS-qPCR により解析した。
**P<0.01 
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以上の結果から、PRDM14 を EpiLC に発現させることで、PRDM14 が 2 か所
の Klf2 エンハンサー領域に結合することで、この領域の DNA 脱メチル化を促
進していると考えられた。また、ES 細胞において OCT3/4 の近位エンハンサー
領域への結合が観察されなかった原因として、近位エンハンサー領域の 5mC レ
ベルが高いことが影響している可能性が示唆された。 
 
 
PRDM14 による能動的 DNA 脱メチル化を介した OCT3/4 の結合制御 
Klf2 エンハンサー領域の DNA メチル化状態が OCT3/4 の結合に重要である可能
性が示されたことから、PRDM14 が Klf2 エンハンサー領域の DNA 脱メチル化を
促進することで OCT3/4 が結合できるのではないかと予測された。そこでまず、
PRDM14 が直接 OCT3/4 と相互作用し、OCT3/4 のエンハンサー領域への結合を
制御している可能性はないのか共免疫沈降により検証を行った。PRDM14 の発現
を誘導して 2 日後、細胞から核抽出液を回収した。FLAG 抗体を用いて PRDM14
の複合体を回収し、OCT3/4 抗体を用いて回収した PRDM14 の複合体に OCT3/4
が含まれているのかウエスタンブロッティングにより解析した結果、バンドは確
認されなかった。また、OCT3/4 抗体を用いてそれぞれの複合体を回収し、FLAG
抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った場合でもバンドは確認されな
かった (図 4-32)。 
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図 4-32: PRDM14 と OCT3/4 の相互作用 
EpiLC に PRDM14 を発現誘導してから 2 日後に核抽出液を回収した。FLAG 抗体を用いて
PRDM14 の複合体を回収した後、OCT3/4 抗体を用いてウエスタンブロッティングを行った 
(上段)。OCT3/4 抗体を用いて OCT3/4 の複合体を回収した後、FLAG 抗体を用いてウエスタ
ンブロッティングを行った (下段)。 
 
 
以上の結果より、PRDM14 と OCT3/4 は相互作用しておらず、PRDM14 が直
接 OCT3/4 の結合を制御している可能性は低いと考えられた。そこで、EpiLC
に PRDM14 を発現させてから 6 時間おきの Prdm14、Oct3/4、Klf2 の発現変化、
PRDM14、OCT3/4 の Klf2 エンハンサー領域への結合変化、Klf2 エンハンサー領
域のメチル化状態の変化を解析した。まず、Prdm14、Oct3/4、Klf2 の発現変化
を解析した結果、PRDM14 の発現を誘導してから 18 時間後に急速な Prdm14 の
発現上昇が観察された (図 4-33)。それに対し、Klf2 の発現は緩やかに上昇して
いた (図 4-33)。Oct3/4 の発現に関しては一定の発現量を示していた (図 4-33)。 
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図 4-33: PRDM14 発現誘導による Prdm14、Oct3/4、Klf2の発現変化 
EpiLC に PRDM14 は発現させた後、6 時間おきに RNA を回収し、Prdm14、Oct3/4、Klf2 の
発現を qRT-PCR により解析した。 
 
 続いて、PRDM14、OCT3/4 の Klf2 エンハンサー領域への結合変化を解析した。
その結果、PRDM14 の発現上昇に伴い、PRDM14 のエンハンサー領域への結合上
昇が観察された。それに対し、OCT3/4 の結合は PRDM14 の結合上昇より遅れて
上昇していた (図 4-34)。 
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図 4-34: PRDM14 発現誘導による PRDM14、OCT3/4 の Klf2 エンハンサー領域
への結合変化 
EpiLC に PRDM14 は発現させた後、6 時間おきに PRDM14 (上段)及び OCT3/4 (下段)の Klf2
エンハンサー領域への結合変化を ChIP により解析した。赤線は IgG に対する相対値が 1 で
あることを示している。 
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 最後に、Klf2 エンハンサー領域のメチル化状態の変化を解析した。その結果、
PRDM14 の結合に伴い、Klf2 エンハンサー領域の 5mC の減少及び 5hmC の上昇
が観察された (図 4-35)。 
 
 
図 4-35: PRDM14 発現誘導による Klf2エンハンサー領域のメチル化状態変化 
EpiLC に PRDM14 は発現させた後、6 時間おきに DNA を回収し、Klf2 エンハンサー領域の
5mC 及び 5hmC の変化を GlucMS-qPCR により解析した。 
 
 
 以上をまとめると、EpiLC に PRDM14 を発現させることで、Prdm14 の発現上
昇に伴い PRDM14 が Klf2 エンハンサー領域に結合し、その領域の 5mC の減少及
び 5hmC の上昇が起きた後、OCT3/4 の結合が上昇していた (図 4-36)。 
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図 4-36: PRDM14 発現誘導による Klf2の発現制御に関わる現象の時系列 
 
 
 PRDM14 は能動的脱メチル化経路を介し Klf2 のエンハンサー領域の DNA 脱
メチル化を行うことで、OCT3/4 の結合を促進し、Klf2 の発現を制御している可
能性が示唆された。もし、この仮説が正しいのならば、EpiLC に PRDM14 を発現
誘導する際に塩基除去修復阻害剤である 3AB または CRT を加えて能動的脱メチ
ル化を阻害することで、OCT3/4 がエンハンサー領域に結合できなくなることが
考えられた。そこで、EpiLC に PRDM14 を発現させる際、3AB または CRT を添
加したときの PRDM14 と OCT3/4 のエンハンサー領域への結合を解析した。そ
の結果、PRDM14 のエンハンサー領域への結合は 3AB または CRT を添加した場
合でも、溶媒コントロールである DMSO を加えた場合と同様に上昇していた (図
4-37)。一方、OCT3/4 の結合は DMSO を加えた場合では上昇していたのに対し、
3AB または CRT を添加した場合では上昇が観察されなかった (図 4-38) 。 
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図 4-37: 塩基除去修復阻害による PRDM14 の Klf2エンハンサー領域への結合に
対する影響 
EpiLC に PRDM14 は発現させる際、DMSO、3AB、CRT を添加した。2 日後、PRDM14 の Klf2
エンハンサー領域への結合にどのような影響があるのか ChIP により解析した。赤線は IgG
に対する相対値が 1 であることを示している。 
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図 4-38: 塩基除去修復阻害による OCT3/4 の Klf2 エンハンサー領域への結合に
対する影響 
EpiLC に PRDM14 は発現させる際、DMSO、3AB、CRT を添加した。2 日後、OCT3/4 の Klf2
エンハンサー領域への結合にどのような影響があるのか ChIP により解析した。赤線は IgG
に対する相対値が 1 であることを示している。**P<0.01 
 
 
 EpiLC に PRDM14 を発現させる際、3AB または CRT を添加することで、能動
的 DNA 脱メチル化が阻害されているのか GlucMS-qPCR により検証を行った。
その結果、DMSO を添加した場合では PRDM14 による脱メチル化が観察された
のに対し、3AB または CRT を添加した場合では PRDM14 による DNA 脱メチル
化は観察されなかった (図 4-39)。 
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図 4-39: 塩基除去修復阻害による Klf2エンハンサー領域の脱メチル化への影響 
EpiLC に PRDM14 は発現させる際、DMSO、3AB、CRT を添加した。2 日後、DNA を回収
し、Klf2 エンハンサー領域の 5mC 及び 5hmC にどのような影響があるのか GlucMS-qPCR に
より解析した。*P<0.05、**P<0.01 
 
 
 以上の結果より、PRDM14 を EpiLC に発現させることにより、RDM14 が Klf2
の 2 か所のエンハンサー領域に結合し、能動的 DNA 脱メチル化を促進すること
で、OCT3/4 がそれら領域に結合できるようになり、Klf2 の発現が誘導される可
能性が示唆された。 
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これまでの解析から、PRDM14 を EpiLC に発現させることにより、OCT3/4 の
結合上昇が観察される時期に Klf2 の 2 か所のエンハンサー領域において、5 mC
の減少及び 5hmC の上昇が観察された (図 4-34, 35)。では、このメチル化状態が
OCT3/4 の結合にどの様な影響を与えるのか検証するためにゲルシフトアッセイ
を行った。まず、この実験系が機能するのか、OCT3/4 が結合することが明らか
となっている Jmjd2c 領域を未修飾 C を含む dNTP を用いて PCR により増幅さ
せ、OCT3/4 を高発現させた ES 細胞の抽出液と反応させることで、OCT3/4 と
PCR で増幅させた Jmjd2c 領域の結合が起こるのか解析した。その結果、抽出液
を加えることでシフトアップが観察され、さらに OCT3/4 抗体を加えることでス
ーパーシフトも観察された (図 4-40)。OCT3/4 が PCR で増幅させた Jmjd2c 領域
に結合することが確認できたことから、この実験系が機能することが明らかとな
った。続いて、メチル化状態の違いにより OCT3/4 の結合にどの様な影響がある
のか解析を行った。Klf2 の遠位エンハンサー領域を未修飾 C または 5mC または
5hmC を含む dNTP を用いて PCR により増幅させ、OCT3/4 を高発現させた ES 細
胞の抽出液と反応させた結果、未修飾 C 及び 5hmC を含む Klf2 遠位エンハンサ
ー領域と抽出液を反応させた場合にシフトアップが観察され、OCT3/4 抗体を加
えることでスーパーシフトも観察された (図 4-40)。しかし、未修飾 C を含む Klf2
遠位エンハンサー領域と反応させた場合に比べ、5hmC を含む Klf2 遠位エンハン
サー領域と反応させた場合ではシフトアップする割合は少なかった (図 4-40)。
一方、5mC を含む Klf2 遠位エンハンサー領域と反応させた場合ではシフトアッ
プは観察されなかった (図 4-40)。 
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図 4-40: メチル化状態依存的な OCT3/4 の結合 
Klf2 の遠位エンハンサー領域を未修飾 C または 5mC または 5hmC を含む dNTP を用いて
PCR により増幅させ、OCT3/4 を高発現させた ES 細胞の抽出液と反応させた。さらに OCT3/4
抗体を加え、スーパーシフトが起こるのか確認を行った。Jmjd2c は OCT3/4 の結合すること
が明らかとなっている領域を増幅させており、ポジティブコントロールとして用いた (Loh 
et al., 2007)。 
 
 
以上の結果から、OCT3/4 は 5mC が 5hmC に変換されることで、Klf2 のエンハ
ンサー領域に結合できるようになる可能性が示唆された。しかし、OCT3/4 は C
が未修飾な状態に比べ、5hmC 存在下では結合が弱くなっていたことから、5mC
を未修飾状態にすることが OCT3/4 の結合には重要であると考えられた。 
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培養条件の違いによる PRDM14 の機能変化 
 EpiLC に PRDM14 を発現させた後、浮遊培養することで PGCLC に分化誘導す
ることができる (Nakaki et al., 2013)。今回、PRDM14 を発現させた EpiLC を接着
培養することで ES 細胞へ脱分化することが明らかとなった。この培養条件の違
いから、なぜ PRDM14 が EpiLC を PGCLC または ES 細胞へ誘導できる機能に差
が生じるのか解析を行った。誘導性 PRDM14 発現 ES 細胞を EpiLC に分化させ
た後、Prdm14 を発現誘導させた EpiLC を接着培養または浮遊培養したときの、
PGCLC 標識遺伝子 (Blimp1、Tcfap2c、Sox2、Klf2、Tcl1、Esrrb、Nr5a2、Dppa3、
Dnd1、Nanos3、Rhox6、Rhox9)の発現を解析した。その結果、Prdm14 の発現誘導
は同程度であったにも関わらず、浮遊培養した細胞において Blimp1、Esrrb、Nr5a2
及び Dnd1 の発現が接着培養した細胞に比べ上昇していた (図 4-41)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4-41: 培養条件の違いによる PGCLC 標識遺伝子の発現誘導の差 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を EpiLC に分化させた後、PRDM14 を発現誘導した EpiLC を接
着培養または浮遊培養した。2日後、RNAを回収し、Prdm14及び PGCLC標識遺伝子 (Blimp1、
Tcfap2c、Sox2、Klf2、Tcl1、Esrrb、Nr5a2、Dppa3、Dnd1、Nanos3、Rhox6、Rhox9)の発現を
qRT-PCR により解析した。*P<0.05、**P<0.01 
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 BLIMP1 は PRDM14 と同様、始原生殖細胞の形成に重要であり、Blimp1 を欠
損させたマウスでは始原生殖細胞が形成されないことが明らかとなっている 
(Ohinata et al., 2005)。このことから、Blimp1 の発現上昇が PRDM14 を発現誘導し
た EpiLC を PGCLC へ分化誘導するのに重要である可能性が示唆された。始原生
殖細胞において Blimp1 の発現誘導には中胚葉において発現する転写因子である
BRACHYURYが重要であることが明らかとなっている (Aramaki et al., 2013)。では、
PRDM14 を発現誘導した EpiLC を接着培養または浮遊培養したときの Brachury
の発現に違いがあるのか解析を行った。その結果、接着培養した場合では
Brachyury の発現に変化は観察されなかったのに対し、浮遊培養した場合では
PRDM14 の発現誘導の有無に関わらず Brachyury の発現上昇が観察された (図 4-
42)。 
 
 
図 4-42: 培養条件の違いによる Burachyuryの発現誘導の差 
誘導性 Prdm14 発現 ES 細胞を EpiLC に分化させた後、PRDM14 を発現誘導した EpiLC を接
着培養または浮遊培養した。2 日後、RNA を回収し、Brachyury の発現を qRT-PCR により解
析した。**P<0.01 
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以上の結果より、PRDM14 を発現誘導した EpiLC を浮遊培養した場合では、
Brachuryの発現が上昇することでBlimp1の発現が上昇した可能性が示唆された。
PRDM14 を発現誘導した EpiLC を接着培養した場合と浮遊培養した場合におけ
る Blimp1 の発現量の差が、PRDM14 による EpiLC の ES 細胞への脱分化誘導及
び PGCLC への分化誘導の機能の違いを生み出している可能性が考えられた。 
 
 
考察 
これまでの解析から、PRDM14 が潜在的多能性の獲得に必須の因子であること
は明らかとなっていた。しかし、PRDM14 がどのような分子制御機構でそれを制
御しているのかは未解明のままであった。 
 今回、ES 細胞の EpiLC への分化誘導系を用いた解析から、PRDM14 を EpiLC
に発現させることで、PRDM14 が多能性関連遺伝子の発現誘導及び分化関連遺伝
子の発現抑制を介して EpiLC の ES 細胞への脱分化を促進することが明らかとな
った。また、EpiLC においても PRDM14 は TET1/TET2 と相互作用しており、
PRDM14 による多能性関連遺伝子の発現制御に TET-BER を介した能動的 DNA
脱メチル化経路が関わっていることが明らかとなった。実際、Tet1/Tet2 をノック
ダウンまたは塩基除去修復を阻害することで多能性獲得関連遺伝子の発現誘導
の抑制及び ES 細胞への脱分化の阻害が観察された (図 4-43)。 
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図 4-43: PRDM14 による EpiLC の ES 細胞への脱分化誘導 
 
 
今回の解析から、TET-BER を介した能動的 DNA 脱メチル化経路が PRDM14
による多能性獲得に重要な役割を果たしている可能性が示唆された。しかし、
Tet1/Tet2 ノックダウン EpiLC に PRDM14 を発現させると、Klf2、Nanog、Tcl1 な
ど多能性関連遺伝子の発現誘導が抑制されたが、完全に抑制されているわけでは
なかった。このことから、PRDM14 の機能は完全には TET1/TET2 に依存してい
ないと言える。実際、Prdm14 欠損マウスの始原生殖細胞は胎生 7.25 日頃には観
察されなくなるのに対し、Tet1/Tet2 を欠損したマウスの始原生殖細胞は DNA 脱
メチル化異常が観察されるものの、正常に形成される (Yamaji et al., 2008; Dawlaty 
et al., 2013)。Prdm14 欠損体を用いた解析から、PRDM14 は N 末端領域を介して
TET1/TET2 と相互作用していることが明らかとなった。これまでの解析から、
PRDM14 は N 末端を欠損させることで、その機能が消失することが明らかとな
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った。PRDM14 の N 末端には機能ドメインがないことから、この領域は PRDM14
の機能に関わる相互作用因子との複合体形成に重要な役割を果たしている可能
性が示唆される。今後、PRDM14 の複合体を同定することで、PRDM14 の多能性
獲得に関わる因子を明らかにすることができると考えられる。 
 
これまで、5hmCは能動的DNA脱メチル化経路の中間産物と考えられており、
その生理的機能は未知であった。近年、ES 細胞において 5hmC は多能性関連遺
伝子のような転写が活性化している遺伝子の転写領域 (特にエキソン)及びプロ
モーター領域に多く見られる。また、多能性関連遺伝子の結合領域にも 5hmC の
濃縮が認められることから、5hmC は転写活性化に機能している可能性が示唆さ
れていた (Williams et al., 2011)。今回行ったゲルシフトアッセイの結果から、多
能性関連遺伝子である OCT3/4 は 5mC を含む領域には結合できなかったにも関
わらず、5hmC を含む領域には結合できたことから、5mC から 5hmC への変換は
OCT3/4 の Klf2 エンハンサー領域への結合を可能にしていると考えられる。一方、
未修飾の C を含む領域への OCT3/4 の結合に比べ、5hmC を含む領域への OCT3/4
の結合は弱かったことから、5hmC は OCT3/4 の結合を調整する役割を担ってい
るのかもしれない。今回、EpiLC に PRDM14 を発現させることで、Klf2 のエンハ
ンサー領域において、DNA のメチル化が完全には未修飾状態にはなっておらず
5hmC が高いレベルで存在していた。このことは、PRDM14 が促進する TET-BER
を介した能動的脱メチル化経路が厳密に制御されていることを示している。しか
し、前々節でも述べたが、GlucMS-qPCR では 5hmC、5fC、5caC を区別すること
ができない。Klf2 のエンハンサー領域で観察された 5hmC がどのメチル化状態で
あるのか詳細を明らかにする必要がある。5fC/5caC の生理的機能は未知であるこ
とから、これを明らかにすることで、5fC/5caC の機能解明にも繋がる可能性が示
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唆される。また、ES 細胞において、内在性 PRDM14 は NANOG 及び ESRRB の
標的領域への結合制御にも関わっていることが明らかとなっている (Yamaji et 
al., 2013)。EpiLC に PRDM14 を発現させたときに発現誘導が観察された多能性関
連遺伝子には OCT3/4 に直接的制御されていない遺伝子もあることから (Ding et 
al., 2012)、PRDM14 による TET-BER を介した能動的脱メチル化は、OCT3/4 だけ
ではなく他の多能性関連遺伝子の結合制御にも関わっている可能性が示唆され
る。 
 
EpiSC を用いた解析から、プライム型 EpiSC に Prdm14 を発現させることでナ
イーブ型ES細胞へ転換させることが可能であることが示された。しかし、Prdm14
単独ではその転換効率は低く、Klf2 を共発現させることで PRDM14 によるナイ
ーブ型 ES 細胞へ転換が増強されることが明らかとなっている (Gillich et al., 
2012)。今回の解析から、Klf2 を欠損させることで PRDM14 による多能性獲得能
の消失が観察されたことからも、KLF2 は PRDM14 による多能性獲得に重要な役
割を果たしている可能性が示唆された。PRDM14 の ChIP-seq (Ma et al., 2011)及び
KLF2 の ChIP-on-ChIP (Jiang et al., 2008)の解析から、iPS 細胞の初期化に関わる
Nr5a2 (Heng et al., 2010)など KLF2 の標的遺伝子領域の 95%に PRDM14 も結合す
ることが明らかとなっている。KLF2 は PRDM14 の標的遺伝子領域への結合を制
御しており、Klf2 を欠損させることで、PRDM14 が多能性獲得に関わる遺伝子領
域へ結合できなくなり、Klf2 欠損 EpiLC において PRDM14 による多能性獲得が
観察されなくなった可能性が示唆される。また、興味深いことに、Gillich のグル
ープの結果において、EpiSC では OCT3/4 が発現しているのにも関わらず
PRDM14 を EpiSC に発現させても Klf2 の発現誘導が観察されなかった (Gillich 
et al., 2012)。この原因として、Gillich のグループは Prdm14 を ES 細胞における
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Prdm14 の発現量の数倍程度しか発現させていないことが考えられる。予備実験
において、ES 細胞に Prdm14 を低発現させた場合では DNA の脱メチル化が誘導
されなかったことから、PRDM14 による Klf2 エンハンサー領域の DNA 脱メチル
化が起こらず、OCT3/4 がその領域に結合できなかった可能性が示唆される。始
原生殖細胞における Prdm14 の発現量と同程度の Prdm14 を EpiSC に発現させる
ことで、Klf2 の発現が誘導され、EpiSC の ES 細胞への転換が促進される可能性
が考えられる。 
 
 PRDM14 は始原生殖細胞の形成に必須な因子であり、in vitro において EpiLC
に発現させ浮遊培養することで PGCLC に分化誘導することができる (Nakaki et 
al., 2013)。一方、PRDM14 を EpiLC に発現させ接着培養することで ES 細胞へ脱
分化誘導することが明らかとなった。また、PRDM14 を発現させた EpiLC を浮
遊培養することで Blimp1 の発現が接着培養した場合に比べ顕著に上昇していた
ことから、培養条件の違いによる PRDM14 の細胞誘導の差に BLIMP1 が関わっ
ている可能性が示唆された。Blimp1 の発現は始原生殖細胞への分化の決定にお
いて、BMP4及びWNT3の下流に存在する中胚葉標識遺伝子であるBRACHYURY
により制御されていることが明らかとなっている (Aramaki et al., 2013)。今回の
解析から、EpiLC を浮遊培養することで Brachyury の発現が上昇することが明ら
かとなった。しかし、EpiLC を浮遊培養しただけでは Blmp1 の発現は上昇してお
らず、PRDM14 を発現させることで Blimp1 の発現上昇が観察されたことから、
Prdm14 と Brachyury の両方が発現することで Blimp1 が発現誘導される可能性が
示唆された (図 4-44)。 
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図 4-44: 培養条件の違いによる PRDM14 の細胞誘導変化 
 
 
 Blimp1 の発現により、PRDM14 による EpiLC の ES 細胞への脱分化誘導能及び
PGCLC への分化誘導能が制御されており、PRDM14 を誘導した EpiLC を接着培
養する際、Blimp1 を発現させることで ES 細胞への脱分化ではなく PGCLC へ分
化誘導できる可能性が示唆される。 
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第 4 章 総括 
   
これまでの解析から、PRDM14 は DNA 脱メチル化活性及び多能性獲得・維持
活性を有していることは明らかとなっていたが、その詳細な分子制御機構は未解
明のままであった。今回の解析から、PRDM14 が Dnmt3b、Dnmt3l の発現抑制に
よる複製依存的な受動的脱メチル化と協調し、TET1/TET2-BER を介した能動的
脱メチル化経路を促進することで DNA の脱メチル化を行っていることが明らか
となった。また、PRDM14 を ES 細胞及び EpiLC に発現させることで、多能性関
連遺伝子の発現維持・発現誘導及び分化関連遺伝子の発現抑制を行うことで、LIF
依存的な ES 細胞の多能性・自己複製能維持及び ES 細胞への脱分化を可能にし
ていた。また、PRDM14 による多くの多能性関連遺伝子の発現維持及び誘導に
TET1/TET2-BER を介した能動的脱メチル化経路が関与していることも明らかと
なった。 
 iPS 細胞は樹立過程において、DNA メチル化修飾の不完全な消去及び異常な新
規メチル化により、ドナー由来のメチル化の残存やゲノム刷り込み遺伝子領域が
高メチル化されているクローン (低品質 iPS 細胞)が多く観察される (Ohi et 
al.,2011; Statfeld et al., 2010)。また、自己複製能は有するものの Nanog など多能性
関連遺伝子の発現陰性の pre-iPS 細胞が出現することも報告されている 
(Theunissen et al., 2011)。この pre-iPS 細胞では、多能性関連遺伝子領域の脱メチ
ル化が起こっていないことが明らかとなっている。今回の解析結果を利用して、
iPS 細胞の樹立における体細胞の初期化技術に PRDM14 の機能が応用できると
考えている。PRDM14 は能動的脱メチル化経路を介してゲノム刷り込み遺伝子領
域及び多能性関連遺伝子領域のDNA脱メチル化を促進することから、低品質 iPS
細胞及び pre-iPS 細胞に PRDM14を発現させることでゲノム刷り込み遺伝子領域
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や多能性関連遺伝子領域の脱メチル化を促し、高品質 iPS 細胞へ変換できるので
はないかと考えられる。 
通常、PRDM14 の発現は 2 細胞期、内部細胞塊及び始原生殖細胞で特異的に観
察される (Yamaji et al., 2008; Burton et al., 2013; Kurimoto et al., 2006)。しかし、い
くつかの癌細胞において、Prdm14 が発現していることが報告されている。特に
乳癌細胞において Prdm14 の顕著な発現上昇が観察され、Prdm14 のノックダウ
ンによる機能解析から、PRDM14 が乳癌の悪性化に関わることが明らかとなって
いる (Nishikawa et al., 2007)。しかし、PRDM14 がどのような機構で乳癌の悪性化
に関わっているのかは不明である。近年、乳癌組織中に高い造腫瘍能を有する癌
幹細胞が存在することが明らかとなっている (Shackleton et al., 2006)。癌幹細胞
は自己複製能と多能性を有する癌細胞のごく一部の細胞集団であり、癌組織中で
は癌幹細胞のみが高い造腫瘍能を有する。この乳癌幹細胞では Sox2 など多能性
関連遺伝子の発現が上昇していることから多能性関連遺伝子の発現が癌幹細胞
の形成に関わっている可能性が示唆される (Jung et al., 2011; Yu et al., 2011; Leis et 
al., 2012)。PRDM14 が多能性関連遺伝子の発現誘導能を有していることから、
PRDM14 の機能解析は、乳癌悪性化及び乳癌幹細胞形成機構の解明に繋がる可能
性を秘めている。 
各細胞における PRDM14 の機能を解析することにより、生理的条件下での初
期化 (始原生殖細胞)、人工操作による初期化 (iPS 細胞)、病態時における初期化 
(乳癌幹細胞)を統合的に理解し、細胞初期化に関わるエピゲノム制御の基本原理
を抽出できるのではないかと期待している。 
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